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第 1章 緒言 
 








り(Sperduto et al., 2008)、年間 10 万人に 8.4-14.3人、全がん患者の 8.5-25%が罹
患するとされている(Nayak et al., 2012; Ray et al., 2013)。肺がん、乳がん、メラノ
ーマが脳転移を発症する主要な原発腫瘍であることが分かっているが、遠隔転
移例における脳転移頻度はメラノーマが最も高いことを考えると、メラノーマ
は脳指向性が極めて高いと考えられる(Barnholtz-Sloan et al., 2004; Tawbi et al., 
2018)。これら脳転移ハイリスクがん種で、脳転移を発症した担がん患者のうち
72%（メラノーマ患者では 50%）が、原発腫瘍診断から 1年以内に脳転移を発症
することが報告されている(Schouten et al., 2002)。メラノーマの年齢調整 5年生
存率が 60-90%もあることを考えると（Table 1-1）、脳転移を未然に防ぐことは担
がん患者の治療において極めて重要であると考えられる。 
これまで Vascular Endothelial Growth Factorや Epidermal Growth Factor Receptor
の経路など、脳転移のリスクファクターとなる分子が同定されており、これら






























Table 1-1 The reported prognosis of cancers. 
Cancer site 
Range of age-standardized 5-year net survival 
throughout 2000–14 (%) 
Breast (women) 85 - 
 
Lymphoma children 80 - 95 
Cervix 70 - 
 
Prostate 70 - 100 
Melanoma of the skin 60 - 90 
Acute lymphoblastic leukemia 50 - 90 
Lymphoid 40 - 70 
Brain children 40 - 80 
Ovary 30 - 50 
Myeloid 30 - 50 
Stomach 20 - 40 
Colon 20 - 80 
Rectum 20 - 80 
Brain adult 20 - 40 
Oesophagus 10 - 30 
Lung 10 - 20 
Liver 5 - 30 
Pancreas 5 - 15 





 膵臓がんは年間約 30万人が発症する悪性腫瘍であり(Dauer et al., 2017)、すべ
てのがんの中でも年齢調整 5年生存率が最も低いがん（5-15%）として知られて
いる（Table 1-1）。自覚症状がなく進行後に発見されるため、50%以上が転移後
のステージⅣで診断される(Siegel et al., 2017; Quinton et al., 2018)。また、完全切





験で、ゲムシタビン単剤に比較して median overall survival を 6.8 month から 11.1 
month まで延長した(Conroy et al., 2011)。しかし、FOLFIRINOX 療法はゲムシタ
ビン単剤療法に比べ熱性好中球減少症や下痢など重篤な有害事象の発生が顕著
に高かったため、臨床応用は 75歳以下でパフォーマンスステータスが良好な患
者に限られ、膵臓がん好発期の高齢者への使用は困難であった(Conroy et al., 
2011; Kamisawa et al., 2016)。このような背景から、膵臓がん化学療法においては
ゲムシタビンが標準治療薬として認識されている。膵臓がん化学療法にゲムシ
タビンが使用されることになったのは、1997年に fluorouracil と比較して膵臓が
ん治療成績の改善効果が報告されたことに始まる(Burris et al., 1997)。特に他の核
酸アナログと比較して症状緩和能が高く、副作用が少ないため(Carmichael, 1998; 
Li et al., 2004)、FOLFIRINOXが適用できない患者ではゲムシタビン化学療法が
極めて重要である。一方で、客観的奏効率が 15%に満たないという臨床上大き




はほとんどない(Boeck et al., 2008; Heinemann et al., 2006; Herrmann et al., 2007)。
その中で最も治療効果を挙げたのは、アルブミン懸濁型 paclitaxel をゲムシタビ
ンと併用した例である。この併用レジメンの臨床試験では、Performance status
の不良な膵臓がん患者を含め、治療効果を改善した。しかし median overall 


































る。TS-1は fluorouracil の作用持続化を目的とした fluorouracil のプロドラッグ：






管障害を軽減する(Shirasaka et al., 1996)。TS-1はこれにより fluorouracil の抗腫瘍
効果を最大限に高めることに成功した。結果、膵臓がんに対する治療効果はゲ
ムシタビン単剤療法に比べ非劣勢を示し、副作用も耐用可能なレベルであった













































チロシンキナーゼ受容体 Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2、
Platelet-Derived Growth Factor Receptor-b、Fibroblast Growth Factor Receptor 1を阻
害すると同時に、肝臓 premetastatic niche への好中球動員を抑制することで、大













と動員し、premetastatic niche形成を助するとしている(Peinado et al., 2012)。ただ
し、炎症・免疫系の制御に関しては、既に免疫チェックポイント阻害剤を用い












(Tominaga et al., 2015)。さらに、脳実質のアストロサイトへと移行したエクソソ
ームは miR-122 を送達し、アストロサイトの糖取込/糖代謝を阻害することで、











(Morelli et al., 2004; Rana et al., 2012)。実際、ヒト脳毛細血管内皮細胞株
hCMEC/D3 細胞を用いた過去のエクソソーム内在化研究では、マウスマクロフ
ァージ細胞株由来エクソソーム上の leukocyte function-associated antigen 1 と
hCMEC/D3 細胞上の intercellular adhesion molecule 1 の相互作用、および























DNAへ deoxycytidine triphosphate (dCTP)と競合して取り込まれることで、濃度依
存的に DNA合成を阻害する(Huang et al., 1991)。また、ゲムシタビン二リン酸及
び三リン酸は DNA 合成過程に関与する ribonucleotide reductase を阻害すること
で dCTP を含むデオキシヌレクオチド三リン酸の濃度を低下させることが報告
されている(Heinemann et al., 1990)。以上のようにゲムシタビンは細胞内でリン
酸化を受けることで初めて、直接あるいは間接的に DNA伸長を阻害し、細胞増
殖を抑制する(Li et al., 2004)。過去の報告から、この連続したリン酸化の律速酵
素は、ゲムシタビンを細胞内で 1 リン酸化体に変換する deoxycytidine kinase 





(Jordheim and Dumontet, 2007)。これまで、ゲムシタビン関連酵素やトランスポー
ターの mRNA 発現量解析によって、ゲムシタビンの感受性を決定する因子を探
索する研究は数多く行われ、上述の dCK を含む複数の候補分子が報告されてき
たが、一部矛盾した報告も見られた(Fujita et al., 2010; Giovannetti et al., 2006; 
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Nakano et al., 2007)。これに対して当研究室の Kamiieらおよび Ohtsuki らは、活
性本体であるタンパク質レベルがタンパク質機能をより反映し、その発現は必






dCK のタンパク質発現量がその親株であるゲムシタビン感受性細胞株 PK9 細胞
に比較して少なくとも 50 分の 1 以下まで顕著に低下していることを示した
(Ohmine et al., 2012)。この RPK9細胞への dCKのタンパク質強制発現によりゲム
シタビンの感受性が回復することが報告されている(Saiki et al., 2012)。本研究室
の Ohmineらはさらに、5種類の膵臓がん細胞株における IC50値の逆数、及び実
際のゲムシタビン治療膵臓がん患者の術後無増悪生存期間が、dCK のタンパク






















































第 2章 血液脳関門における脳転移性エクソソーム受容体探索系の確立 
 






スタン法などがあるが(Lee et al., 1991; Rossenu et al., 1997)、“タンパク質の細胞膜
内環境や複合体効果を維持した解析”が可能なクロスリンク-プロテオミクス法
が、エクソソーム-細胞間の相互作用を解析する上で最も適していると考えた
(Tran et al., 2016)。多機能性架橋剤 Sulfo-SBEDは分子内 biotin 構造と SS 結合を
利用した biotin transfer method によって、Streptavidin を用いた受容体の網羅的回
収が可能である（Figure 2-1）。これまでにも、細菌の細胞接着に寄与する受容体
を探索する研究や、デグロン分解過程で結合するプロテアソームサブユニット
の同定研究で用いられている(Ha et al., 2012; Oliva et al., 2008)。さらに近年報告
された次世代型網羅的プロテオミクス SWATH 法は、従来のショットガン法に比
べて高い感度と再現性を有しており、当研究室でもグリオブラストーマのバイ
オマーカー探索などにも応用している(Gillet et al., 2012; Miyauchi et al., 2018)。 
 ヒト脳毛細血管内皮細胞株 hCMEC/D3細胞は in vitroヒト血液脳関門モデル細
胞として汎用される細胞である(Weksler et al., 2005)。当研究室の Ohtsuki らは過
去に、高分子輸送に関与する Transferrin receptor および Insulin receptor が、ヒト
単離脳血管と同様に hCMEC/D3 細胞において発現していることを明らかにして
いる(Ohtsuki et al., 2013)。hCMEC/D3 細胞は過去にマウスマクロファージ由来エ
16 
 
クソソームの in vitro 取込研究でも使用されており、このエクソソームはマウス




に内在化し、血液脳関門を崩壊させることが報告されている(Tominaga et al., 
2015)。一方、メラノーマはすべてのがん種の中でも高い脳指向性を示すことが





クソソーム産生能を有し(Peinado et al., 2012)、また、in vitroおよび in vivoで高い
脳指向性を示すことが報告されている(Rolland et al., 2009)。 

















第 2節 結果 
 
2-1 ExoQuick-TC を用いた SK-Mel-28由来エクソソームの回収 
 SK-Mel-28 細胞の培養上清から ExoQuick-TC を用いることで 100-300 µg 
protein / dish のエクソソームを回収した。Nanoparticle Tracking Analysis の結果、
エクソソーム画分における粒径の平均とモード径はそれぞれ 217.0±4.5 nm、
134.4±5.5 nm であり、モード径の粒子数は 8.0 x 109±1.0 x 109 particles/μg protein
であった。粒径が 150 nm 以下の粒子は全体の 35.7%であった（Figure 2-2）。エ
クソソームマーカータンパク質の Label-free Selective Reaction Monitoring (SRM)
解析の結果、5 種類のエクソソームマーカータンパク質（CD9, CD81, TSG101, 
Alix, Flotillin-1）のすべてが検出された（Table 2-1A）。一方、小胞体マーカー











Figure 2-2. Particle size distribution of exosomes isolated from SK-Mel-28 
conditioned medium using ExoQuick-TC.  
The graph shows the mean concentration (black line) according to particle size (nm) 











(Precursor Ion m/z, 




  Peak area (counts) 
  Exosomes fraction   Whole cell lysate 
  Mean ± S.D.   Mean ± S.D. 
A. Exosome markers 
CD9 
EVQEFYK 
 (471.7, 17.1) 
y4 (586.29)   9345 ± 2084   23068 ± 1131 
y5 (714.35)   9199 ± 674   20434 ± 3190 
y3 (457.24)   5675 ± 592   11582 ± 595 
CD81 
IDDLFSGK 
 (447.7, 16.3) 
y7 (781.37)   23120 ± 4370   N.D. 
y6 (666.35)   29224 ± 2435   N.D. 
b2 (229.12)   9534 ± 1015   N.D. 
TSG101 
ETVNVITLYK 
 (590.3, 20.6) 
b9 (1033.56)   85986 ± 4608   N.D. 
y8 (949.57)   59558 ± 10622   N.D. 
y1 (147.11)   39358 ± 579   N.D. 
Alix 
EILDESLR 
 (487.8, 17.5) 
y7 (845.47)   81519 ± 2179   N.D. 
y4 (504.28)   36692 ± 2982   N.D. 
b2 (243.13)   7003 ± 726   N.D. 
Flotillin-1 
ELEAR 
 (309.2, 12.2) 
y3 (375.20)   180472 ± 14296   9372 ± 1515 
y1 (175.12)   42557 ± 4111   2595 ± 1124 
b2 (243.13)   21657 ± 1781   3517 ± 2276 
B. Endoplasmic reticulum marker 
Calnexin 
APVPTGEVYFADSFDR 
 (885.9, 29.5) 
y4 (524.25)   1461 ± 744   17243 ± 1311 
y8 (1020.44)   N.D.   26384 ± 552 
b3 (268.17)   N.D.   16385 ± 2434 
21 
 
Exosomes fraction was prepared using ExoQuick-TC. Whole cell lysate of SK-Mel-28 was prepared by sonicating the cells in PBS. Five 
exosome markers (A) and an endoplasmic reticulum marker (B) in these fractions were measured by label-free SRM analysis. The 





2-2 エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化特性の解明 
 エクソソームを生体膜緑色蛍光標識剤 PKH67 で標識し、hCMEC/D3 細胞と
37 ℃で 1 hrインキュベートした結果、緑色の蛍光が核周辺に観察された（Figure 
2-3A）。37 ℃で 6 hrインキュベートした時に算出した cell-to-medium ratio は 181 
μL/mg protein であった（Figure 2-3C）。4 ℃でのインキュベートでは、核周辺の




いは受容体介在性エンドサイトーシスにより説明される(McKelvey et al., 2015)。
実際、過去の hCMEC/D3 細胞におけるマウスマクロファージ細胞株由来エクソ
ソームの内在化にはいずれの過程も寄与することが報告されている(Yuan et al., 
2017)。マクロピノサイトーシスの寄与を見積もるため、特異的な阻害剤
5-(N-Ethyl-N-isopropyl)amiloride (EIPA)を処理した結果、エクソソームおよびマク
ロピノサイトーシスの典型的な基質である 70 kDa fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-Dextran の取込は有意に低下した（Figure 2-4）。50, 100 μM EIPA 処理時の
エクソソームの cell-to-medium ratio 低下率はそれぞれ非処理条件の 24.3, 30.0%
で有意な差は見られず（p = 1.00）、EIPAによるマクロピノサイトーシス阻害効
果が飽和したことが示唆された。過去の報告では、hCMEC/D3 細胞におけるマ
ウスマクロファージ由来エクソソームの内在化は 100 μM EIPA 処理で 80%低下
したことが報告されている。この報告で、同濃度 EIPA 処理時の 70 kDa 
FITC-Dextran の内在化低下率は 50%程度であり(Yuan et al., 2017)、本研究と同程
度であった。従って、100 μM EIPA は十分にマクロピノサイトーシス活性を阻害







を示すとともに integrin β3を共通して発現することが報告されている(Hoshino et 
al., 2015)。Integrin β3 は integrin αV あるいは integrin αⅡb と共役して細胞外マト
リックスの Arg-Gly-Asp (RGD)トリペプチド配列を認識することが知られてい
る(Tolomelli et al., 2017)。脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28細胞由来のエク
ソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化に RGD 認識性分子の寄与があるかを明
らかにするために、RGDデコイペプチドを用いた阻害実験を行った。その結果、
1.0 mM RGD処理で、非処理条件に比べエクソソームの cell-to-medium ratio が有
意に 15.3%低下した（Figure 2-5）。以上の結果から、hCMEC/D3 細胞への












Figure 2-3. Exosomes are internalized into hCMEC/D3 cells in an 
energy-dependent manner.  
(A, B) Confluent cultured hCMEC/D3 cells were incubated with 500 µg protein/mL of 
PKH67-labeled exosomes (green) at 37 °C (A) or 4 °C (B) for 1 hr. The cells were 
immobilized in 4% paraformaldehyde solution supplemented with 
4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI: blue) for 15 min, on ice, and observed with a 
confocal laser scanning microscope. Scale bar: 40 µm. (C) Confluent hCMEC/D3 cells 
were incubated with 50 µg protein/mL of PKH67-labeled exosomes at 37 °C or 4 °C for 
6 hr. The values of cell-to-medium ratio are indicated as mean±S.E.M. (µL/mg protein, 




Figure 2-4. Exosomes are internalized into hCMEC/D3 cells partially via 
macropinocytosis.  
Confluent hCMEC/D3 cells were incubated with either 50 µg/mL of PKH67-exosomes 
derived from SK-Mel-28 or 2.1 mg/mL of 70 kDa FITC-dextran in the absence (0 M) or 
presence (50 or 100 µM) of EIPA at 37 °C for 6 hr. The values of cell-to-medium ratio 
are indicated as mean±S.E.M. (% of no-EIPA control, n=3-4). *; p<0.05, N.S.; no 
significance by one-way ANOVA followed by Bonferroni’s test for exosomes and by 










Figure 2-5. Exosomes are internalized into hCMEC/D3 cells partially via 
RGD-mediated endocytosis.  
Confluent hCMEC/D3 cells were pre-incubated in the absence (0 M) and presence of 
the indicated concentration of RGD at 37 °C for 1 hr. The cells were then incubated 
with 50 µg protein/mL of PKH67-labeled exosomes in the absence (0 M) and presence 
of the indicated concentration of RGD at 37 °C for 6 hr. The values of cell-to-medium 
ratio are indicated as mean±S.E.M. (% no-RGD control, n=3-4). *; p<0.05, N.S.; no 













分に Transferrin receptor 1 が高発現していることを報告している(Ohtsuki et al., 
2013)。回収した受容体画分を Streptavidin blottingで解析した結果、UV照射条件
では、非照射条件の 5.2倍の強度で Transferrin receptor 1 の分子量（84.8 kDa）付
近にバンドが得られた（Figure 2-6A）。バンドが、Sulfo-SBEDの自己架橋に伴う
Transferrin の混入ではなく、回収された Transferrin receptor であることを検証す
るため、UV照射条件における Hybond-P 膜 2領域（70-80, 80-100 kDa）を切り出
してトリプシン消化後、LC-MS/MS Data Dependent Acquisition (DDA)解析を行っ
た。その結果、バンド領域（80-100 kDa）の解析で 25種類の Transferrin receptor 
protein 1 由来のペプチドを同定した（Figure 2-6B）。これは当該領域で同定され
た分子のうち 4番目に多い同定数であった（Data not shown）。一方、Transferrin
（77.1 kDa）由来のペプチドはそれぞれの領域で 3, 4種類しか同定されなかった
（Figure 2-6B）。DDA 解析でのペプチド同定数は、おおよそタンパク質の発現量
を反映することが報告されていることから(Matsumoto et al., 2017)、検出されたバ
ンドは Transferrin receptor 1 であることが示唆された。なお 130, 80.1 kDa付近に
見られたバンドは（Figure 2-6A）、過去の報告(Rybak et al., 2004)と、本研究の DDA









Figure 2-6. The cross-link/MS method successfully identified the transferrin 
receptor protein 1 as a receptor of transferrin. 
Human holotransferrin was labeled with sulfo-SBED and mixed with hCMEC/D3 cell 
suspension. According to the schematic illustration in Figure 2-1, the biotin structure 
was transferred to the interactor(s) of transferrin upon UV irradiation. The interactor(s) 
fraction was separated by sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel 
electrophoresis and electroblotted onto Hybond-P membrane. The biotin-labeled 
interactor(s) was detected with horseradish peroxidase-conjugated streptavidin. The 
closed arrowhead indicates the molecular weight of transferrin receptor protein 1. The 
open arrowheads indicate the molecular weights of pyruvate carboxylase and 
propionyl-CoA carboxylase, which physiologically carry biotin as a covalent prosthetic 
group. (B) The proteins on 2 areas of Hybond™-P membrane (70-80 and 80-100 kDa 
under the UV (+) condition) were trypsinized and subjected to LC-MS/MS DDA 
analysis. The numbers of identified peptides corresponding to transferrin (open bars) 








を介する例が多く報告されている(Morelli et al., 2004; Rana et al., 2012)。そこで、
第 6章の検出の Criteriaを満たしたタンパク質をさらに、1) 細胞膜画分での発現
が報告されている、2) 膜貫通領域を有している、3) 細胞接着に寄与するという
Criteriaで絞り込んだ。同定された 12種類の受容体候補タンパク質の中にはRGD
認識性を示す integrin α5と αVが含まれていた（Table 2-2）(Tolomelli et al., 2017)。
これらに対するアンタゴニスト抗体を処理することで、エクソソームの
cell-to-medium ratio は有意に 11.8%低下した（Figure 2-7）。従って、integrin α5 と









Table 2-2. The 12 proteins identified as exosome receptor candidates by sulfo-SBED-based cross-linking/SWATH proteomics. 




 (Protein Accession No.)  (Precursor Ion m/z) Ion MZ   Detected area (kDa)   
        20-50 50-100 100-   
Cadherin-5 DTGENLETPSSFTIK 779.4       19210   
Calcium-dependent cell adhesion 
proteins. Preferentially interact 
with themselves in a homophilic 
manner in connecting cells. 
1 
 (P33151) -819.9 1009.5       16607     
    880.5       15620     
  ELDSTGTPTGK 560.3       62627     
  -553.3 402.2       54751     
    863.4       39389     
  YTFVVPEDTR 617.3       57189     
  -613.8 716.4       26996     
    962.5       23553     
CD166 antigen [CAM]-ALFLETEQLK 1007.5       70247   
Cell adhesion molecule that 
mediates both heterotypic cell-cell 
contacts via its interaction with 
CD6, as well as homotypic 
cell-cell contacts  
1 
 (Q13740) -624.8 860.5       24735     
    747.4       17272     
  [PGQ]-QPSKPEIVSK 672.4       31792     
  -548.3 763.4       8712     
    862.5       7085     
  ADIQM[Oxi]PFTC[CAM]SVTYYGPSGQK 736.4       11138     
  -756 573.3       9890     
    1000.5       8728     
  ADIQMPFTC[CAM]SVTYYGPSGQK 573.3       29492     
  -750.7 736.4       29097     
    1000.5       25363     
  ALFLETEQLK 747.4       240329     
  -596.3 860.5       204304     
    1007.5       204060     
  C[CAM]LGNGNPPPEEFLFYLPGQPEGIR 853.5       184519     
  -901.1 966.5       33318     
    1129.6       27771     
  DLGNMEENK 821.3       166775     
  -525.2 650.3       28399     
    764.3       24159     
  EMDPVTQLYTMTSTLEYK 841.4       20994     
  -717.3 1073.5       18253     
    740.4       16340     
31 
 
  ESLTLIVEGKPQIK 506.3       23218     
  -519 898.5       17856     
    799.5       17191     
  PDGSPVFIAFR 849.5       108203     
  -603.3 993.6       45632     
    357.1       34767     
  QIGDALPVSC[CAM]TISASR 1077.5       67479     
  -837.9 828.9       11729     
    1433.7       9204     
  SSNTYTLTDVRR 619.8       67387     
  -471.6 512.3       30814     
    562.8       28633     
  SVQYDDVPEYK 536.3       93284     
  -448.2 708.3       34254     
    310.2       21906     
  TIIC[CAM]HVEGFPK 543.8     23539 169320     
  -434.2 813.4     9806 64642     
    487.2     6553 47617     
  VLHPLEGAVVIIFK 619.4       14499     
  -512.3 817.5       13967     
    520.3       9169     
  YEKPDGSPVFIAFR 653.4       143043     
  -542.6 393.2       53264     
    506.3       51101     
CD44 antigen YGFIEGHVVIPR 484.3     6570     Mediates cell-cell and cell-matrix 
interactions through its affinity for 
hyaluronic acid or other ligands. 
1 
 (P16070) -462.9 510.3     5534       
    583.4     5092       
Cell surface glycoprotein  APEEPNIQVNPLGIPVNSK 544.3       26556   
Plays a role in cell adhesion. 
1 
 MUC18 (P43121) -672.7 714.4       22553     
    1092.5       12216     
  EVTVPVFYPTEK 980.5       80545     
  -704.9 474.3       21023     
    784.4       8874     
  GPVLQLHDLK 483.3       7615     
  -373.9 625.4       6525     
    512.3       5248     
  SELVVEVK 686.4       63731     
  -451.8 573.4       36857     
32 
 
    474.3       22412     
  VSPAAPER 320.7       43021     
  -413.7 640.3       37043     
    543.3       24861     
Integrin α1 ASQIIIPR 611.4       18543   
Mediates cell-matrix interaction. 
1 
 (P56199) -449.3 498.3       16437     
    385.3       6418     
Integrin α3 [PGQ]-QLDPGGGQGPPPVTLAAAK 964.6   6389       
Mediates cell-matrix interaction. 
1 
 (P26006) -879 1021.6   5336         
    709.4   6044         
  AAFVSEQQQK 747.4       207273     
  -568.3 846.4       72022     
    660.3       31061     
  EAGNPGSLFGYSVALHR 702.4       28787     
  -592.3 902.5       16811     
    682.4       11973     
  TVEDVGSPLK 844.4       306671     
  -522.8 715.4       47451     
    600.4       42262     
  YLLLAGAPR 697.4   15206   67226     
  -487.3 584.4   11821   53100     
    471.3   10796   45893     




 (P08648) -494.3 402.2       7791     
    788.4       6556     
  ILEYAPC[CAM]R 795.3       36267     
  -511.3 666.3       19907     
    432.2       15165     




 (P06756) -500.3 416.3       15262     
    642.4       14868     
  GIVYIFNGR 769.4       17220     
  -519.8 606.3       9641     
    493.3       6310     
  LEVSVDSDQK 877.4       34888     
  -560.3 778.4       16275     
    592.3       5530     
  LQEVGQVSVSLQR 973.5       22966     
33 
 
  -721.9 1201.7       18161     
    689.4       16495     
  LTPITIFMEYR 959.5       11205     
  -692.4 1169.6       6933     
    745.3       6590     
  NGYPDLIVGAFGVDR 1258.7       19811     
  -796.9 820.4       6559     
    335.1       6262     
  
TVEYAPC[CAM]R (498.2) 
795.3       29129     
  666.3       12343     
  432.2       11939     
  YNNQLATR 702.4       21530     
  -490.3 347.2       11606     
    460.3       8737     
Integrin β1 C[CAM]DDLEALK 688.4       36517   
Mediates cell-matrix interaction. 
1 
 (P05556) -482.2 803.4       22565     
    460.3       21817     
  FC[CAM]EC[CAM]DNFNC[CAM]DR 1229.4       9677     
  -768.8 1100.4       7065     
    308.1       6732     
  GEVFNELVGK 806.4     19090 106271     
  -546.3 905.5     6320 55847     
    659.4     6366 44446     
  GIC[CAM]EC[CAM]GVC[CAM]K 912.3       27907     
  -541.7 752.3       15805     
    456.7       14806     
  LKPEDITQIQPQQLVLR 853.5       156964     
  -673.7 925.5       35551     
    981.6       19089     
  LPQPVQPDPVSHC[CAM]K 727.4       51800     
  -534.6 364.2       24500     
    531.2       23774     
  LSEGVTISYK 896.5     19066 62055     
  -548.8 983.5     13638 46327     
    767.4     10889 40371     
  LSENNIQTIFAVTEEFQPVYK 506.3       48957     
  -824.1 1140.6       23108     
    910.5       19633     
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  SNGLIC[CAM]GGNGVC[CAM]K 851.3       15968     
  -668.3 964.4       10425     
    691.3       5103     
  TVM[Oxi]PYISTTPAK 977.5       62353     
  -662.8 562.8       22303     
    604.3       14870     
  TVMPYISTTPAK 977.5       133456     
  -654.8 1108.6       38262     
    554.8       28749     
intercellular adhesion  ASVSVTAEDEGTQR 1006.4       10518   Ligand for the leukocyte adhesion 
protein Lymphocyte 
function-associated antigen 1.  
1 
 molecule 1 (P05362) -725.3 905.4       5384     
    834.4       5143     
Platelet endothelial cell  AVPDAVESR 387.2       59205   
Cell adhesion molecule which is 
required for leukocyte 
transendothelial migration under 
most inflammatory conditions.  
1 
 adhesion molecule (P16284) -472.2 773.4       32419     
    676.3       23554     
  EAIQGGIVR 501.3       62580     
  -471.8 629.4       52669     
    742.5       13019     
  EDTIVSQTQDFTK 954.5       41079     
  -756.4 1053.5       25079     
    346.1       8901     
  SELVTVTESFSTPK 1096.6       28789     
  -762.9 896.4       23207     
    330.2       17799     
  STESYFIPEVR 500.3       43723     
  -664.3 760.4       36398     
    1010.5       18678     
Poliovirus receptor QAELTVQVK 499.3     39595 15988   
Mediates NK cell adhesion. Acts 
as a receptor for poliovirus. 
1 
 (P15151) -508.3 574.4     34574 12734     
    473.3     14757 5433     
  VQLTGEPVPMAR 670.4     15536       
  -649.3 957.5     11806       
    1070.6     11026       
SK-Mel-28-derived exosomes conjugated with sulfo-SBED were mixed with hCMEC/D3 cells. Exosome-interacting proteins were 
biotinated by exposure to UV irradiation and collected using streptavidin beads. These proteins were separated by SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis and electroblotted onto Hybond™-P membrane. Proteins on 3 areas of the membrane (20-50, 50-100 and 100+ kDa) 
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were trypsinized and subjected to LC-MS/MS SWATH measurement (n=1). Peptides corresponding to 13 candidate proteins satisfying 
the criteria (see 第 6章) are listed. The general functions and the numbers of transmembrane domains were taken from the Uniprot 















Figure 2-7. Integrin α5 and/or αV are involved in exosome internalization into 
hCMEC/D3 cells.  
Confluent hCMEC/D3 cells were pre-incubated in the presence of control IgG (200 
μg/mL) and a mixture of anti-integrin α5 and anti-integrin αV antibodies (100 μg/mL 
each) at 4 °C for 1 hr. Then, 50 μg protein/mL (final concentration) of PKH67-labeled 
exosomes was added, and incubation was continued at 37 °C for 6 hr. The values of 
cell-to-medium ratio are shown as mean±S.E.M. (% of control, n=4). *; p<0.05, 





第 3節 考察 
 
 本章では、Sulfo-SBED を用いた受容体回収法と高感度な網羅的プロテオミク
ス SWATH 法を組み合わせることで、SK-Mel-28 細胞由来エクソソームの
hCMEC/D3 細胞への内在化に RGD受容体 integrin α5 あるいは αV が関与するこ
とを明らかにした。 
 従来、エクソソームの細胞への内在化は PKH67 をはじめとした蛍光標識剤で
標識したエクソソームを共焦点顕微鏡やフローサイトメトリーで検出すること






れてきた指標であり(Terasaki et al., 1989; Terasaki et al., 1992)、動態学的には分布
容積に相当する。よって、算出された cell-to-medium ratio が、細胞容積に比較し
て高ければ、細胞への濃縮的な内在化が示唆される。細胞内腔容積は細胞内代
謝の起こらない 3-O-methyl-D-glucoseの、排出阻害剤 phloretin 存在下における定
常状態の cell-to-medium ratio として算出可能である(Kletzien et al., 1975)。本研究
ではエクソソーム上の PKH67 の蛍光値が、細胞外液中および hCMEC/D3 細胞溶
解液中で同程度であることから（Data not shown）、PKH67 の細胞内外の蛍光比
として cell-to-medium ratio を算出した。その結果、37 ℃、6 hrでの cell-to-medium 
ratio は 181 µL/mg protein であった。過去に当研究室の Hosoya らが算出したラッ
ト脳毛細血管内皮細胞株の細胞内腔容積がおおよそ 2 µL/mg protein であったこ
38 
 




















Sulfo-SBED はタンパク質中の 1 級アミンと共有結合を形成する非膜透過性
sulfo-NHS 基と、UV 照射依存的にタンパク質中の C-Hあるいは N-H結合に共有




その範囲にあるタンパク質と相互作用可能である(Sinz et al., 2005)。これらの特
徴は多様なリガンド-受容体相互作用を架橋する目的に適している。さらに、こ
れらの反応基は個別に反応を制御可能であるため、遮光条件下でリガンドに
sulfo-NHS 基を反応させ、その後相互作用するタンパク質を加えて aryl azide 基
を UV 照射により反応させることができる。さらに S-S 結合を還元することで、
相互作用するタンパク質を biotin 化することが可能である（biotin transfer 
method）。リガンドが未知で複数存在する本研究において、一般的な架橋後にリ
ガンドへの免疫沈降で回収するという方法では受容体回収が困難であるが、
biotin transfer method は Streptavidin beads でリガンド未知の受容体を網羅的にプ
ルダウン可能である(Paredes-Sabja and Sarker, 2012)。Transferrin をモデルとした
検証実験で、過剰量の Transferrin を用いたにも関わらず、Streptavidin beads を用
いて主に Transferrin receptor 1 が回収されたことから（Figure 2-6）、sulfo-SBED
の自己架橋によってリガンドが混入する割合は比較的低いと期待される。従っ
て、本研究では、エクソソーム上の分子ではなく、hCMEC/D3 細胞上の受容体
候補分子として 12 種類の膜タンパク質を同定できたと考えられる。 
 Integrin α5 と αV はこれまでにもマウス肝星状細胞へのエクソソーム結合、マ
ウス骨髄由来樹上細胞への内在化に寄与することが報告されている(Chen and 
Brigstock, 2016; Morelli et al., 2004)。また、これらの分子はマウスやヒトの脳毛
細血管内皮細胞での発現が報告されている(Li et al., 2012; Sobel et al., 1998)。
Integrin aV/β3 を標的とした cyclo(RGD-D-Tyr-Lys) peptide修飾エクソソームは中
大脳動脈閉塞・再灌流後の脳毛細血管内皮細胞を透過し、脳実質へと移行した
ことが報告された(Tian et al., 2018)。これらの報告は RGD受容体が脳毛細血管内
皮細胞においてエクソソーム受容体として機能しうることを示唆している。実
際、本研究では SK-Mel-28 由来のエクソソームが、hCMEC/D3 細胞における
40 
 
integrin α5 あるいは αVを介して内在化することを示唆した。脳転移性がん細胞
由来のエクソソームは同じく RGDを認識する integrin β3を共通して発現してい
たことが報告されており(Hoshino et al., 2015; Tolomelli et al., 2017)、SK-Mel-28細
胞由来エクソソームと hCMEC/D3 細胞の相互作用にも関与している可能性があ
る。Integrin β3 と integrin α5 あるいは αVの直接のトランスインターラクション
については報告が見られない。一方、エクソソームあるいは細胞に発現する細
胞外マトリックス受容体が、細胞外マトリックスを介して相互作用した例が報
告されている(Purushothaman et al., 2016)。従って、SK-Mel-28由来のエクソソー






究で用いた RGD トリペプチドの接着阻害効果は非常に低く(Pierschbacher and 
Ruoslahti, 1987)、RGD処理による低下以上に RGD依存的な寄与がある可能性は
否定できない。一方、本研究で用いた抗体は integrinを介した細胞接着を非常に
効率よく阻害することが報告されている。抗 integrin a5 抗体である P1D6 は 45 
µg/mL で白血球由来マトリックス中 Fibronectin への細胞接着を最大 80%以上阻
害した(Monti et al., 2017)。また、抗 integrin aV 抗体である 17E6は 1 µg/mLで細
胞接着を 90%以上阻害した(Mitjans et al., 1995)。本研究では 100 µg/mLの高濃度
で処理したことから、ほぼ完全に integrin a5, aV を阻害していると考えられる。
以上のことを考えると、hCMEC/D3 細胞への SK-Mel-28 由来エクソソーム内在






























Figure 2-8. Schematic illustration of assumed exosome internalization mechanism 






第 3章 血液脳関門でのエクソソーム内在化における CD46の寄与の検証 
 




ノ酸を輸送するトランスポータ （ーsystem y+: mouse cationic amino acid transporter）




した生物学的経路を辿ることが指摘されている (Gould et al., 2003) 
(Izquierdo-Useros et al., 2011)。よって、元来エクソソームを取り込むための生体
機能を利用して、ウイルスが細胞に感染していることが推測される。実際、ヒ
ト免疫不全ウイルスや単純ヘルペスウイルスが細胞接着に利用する heparan 
sulfate proteoglycan は、ヒトグリオブラストーマ細胞株（U-87 MG）へのエクソ
ソーム内在化に寄与することが報告されている(Christianson et al., 2013)。 
第 2 章において、過去の脳転移性がん細胞由来のエクソソームが integrin β3
を発現するとの報告に対応して(Hoshino et al., 2015)、SK-Mel-28細胞由来エクソ
ソームの hCMEC/D3細胞への内在化に integrin α5, αVが寄与することを示した。
一方、その寄与率はおおよそ 20%以下であり（Figure 2-5, 2-7）、さらなる受容体
の寄与の可能性が示された。事実、Hoshino らの報告でも、脳転移性がん細胞由








を有さないが、ウイルスと相互作用する分子として Table 3-1の 8 種類が同定さ
れていた。このうち CD46は、エクソソーム受容体としての報告はないが、脳毛
細血管における発現が報告されており(McQuaid and Cosby, 2002)、代表的な基質
ウイルスである麻疹ウイルスは in vitroおよび in vivoにおいてヒト脳毛細血管内
皮細胞に感染することが報告されている(Andres et al., 2003; Esolen et al., 1995)。
また、CD46の代表的な基質ウイルスであるアデノウイルスは標的細胞への感染
に、RGD 受容体 integrin αV と共に CD46 を利用することが報告されている
(Amstutz et al., 2008; Kalin et al., 2010; Sirena et al., 2004)。従って、本研究では
CD46 も hCMEC/D3 細胞上のエクソソーム受容体として機能しているとの仮説
を立てた。 




Table 3-1. The 8 proteins identified as exosome receptor candidates by sulfo-SBED-based cross-linking/SWATH proteomics. 





 (Protein Accession No.)  (Precursor Ion m/z) Ion MZ   Detected area (kDa)   
        20-50 50-100 100-   
Aminopeptidase N DHSAIPVINR 402.2       63827   
Receptor for human coronavirus 229E 
and human cytomegalovirus. 
1 
 (P15144) -374.5 524.2       61809     
    598.4       40693     
  DLM[Oxi]VLNDVYR 779.4       18826     
  -627.3 666.3       12118     
    878.5       11446     
  DLMVLNDVYR 779.4       19965     
  -619.3 878.5       13278     
    666.3       8352     
  DNEETGFGSGTR 782.4       12868     
  -635.3 681.3       12739     
    477.2       9564     
  VVATTQMQAADAR 890.4       6648     
  -681.3 1163.5       6412     
    762.4       5977     
Bone marrow stromal antigen 2 ENQVLSVR 474.3     24697 54460   
Holds virions to the cell membrane 
and mediates virus internalization. Its 
target viruses include HIV-1. 
1 
 (Q10589) -472.8 573.4     7564 20413     
    361.2     6329 16370     
  LQDASAEVER 876.4       47632     
  -559.3 690.3       15119     
    761.4       13677     
CD46 C[CAM]RFPVVENGK 464.2     35411     
Receptor for adenovirus subgroup B2 
and Ad3, cultured measles virus and 
herpesvirus 6. Maybe receptor for 
Neisseria and Streptococcus 
pyogenes. 
1 
 / Membran Cofactoer  -402.5 546.3     27358       
Protein   660.3     13062       
 (P15529) GSVAIWSGKPPIC[CAM]EK 743.4     13488       
  -543.6 693.4     11055       
    601.3     5483       
CD81 antigen QFYDQALQQAVVDDDANNAK 961.4       16373   
May act as a viral receptor for HCV. 
4 
 (P60033) -751.7 862.4       9810     
    866.4       5174     
Lysosome membrane protein 2 DEVLYVFPSDFC[CAM]R 928.4     10896     
Acts as a receptor for enterovirus 71. 
2 
(Q14108) -823.9 1027.5     5628       
    781.3     8728       
Lysosome-associated membrane  ALQATVGNSYK 839.4     25413 55680   Acts as a receptor for Lassa virus 1 
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 glycoprotein 1 (P11279) -576.3 568.3     25895 48545   protein.   
    768.4     20162 33350     
Nectin-2 VQVLPEVR 712.4     31119     Receptor for herpes simplex virus 1 
mutant Rid1, herpes simplex virus 1 
and pseudorabies virus. 
1 
 (Q92692) -470.3 500.3     13132       
    613.4     10238       
Neutral amino acid transporter B0 EVLDSFLDLAR 936.5     16312 17761   Receptor for feline endogenous virus 
RD114, baboon M7 endogenous virus 
and type D simian retroviruses. 
10 
 (Q15758) -639.3 587.4     11420 14366     
    821.5     6568 11043     
SK-Mel-28-derived exosomes conjugated with sulfo-SBED were mixed with hCMEC/D3 cells. Exosome-interacting proteins were 
biotinated by exposure to UV irradiation and collected using streptavidin beads. These proteins were separated by SDS-polyacrylamide 
gel electrophoresis and electroblotted onto Hybond™-P membrane. Proteins on 3 areas of the membrane (20-50, 50-100 and 100+ kDa) 
were trypsinized and subjected to LC-MS/MS SWATH measurement (n=1). Peptides corresponding to 13 candidate proteins satisfying 
the criteria (see 第 6章) are listed. The general functions and the numbers of transmembrane domains were taken from the Uniprot 





第 2節 結果 
 
3-1 MagCaptureを用いた SK-Mel-28由来エクソソームの回収 
 SK-Mel-28細胞の培養上清から MagCapture Exosome Isolation kit PS を用いて
0.5-2 µg protein / dish のエクソソームを回収した。Nanoparticle Tracking Analysis
の結果、エクソソーム画分における粒径の平均とモード径はそれぞれ 105.6±1.4 
nm、89.8±3.8 nm であり、モード径の粒子数は 1.0 x 1010±5.5 x 109 particles/μg 
proteinであった。粒径が 150 nm以下の粒子は全体の 91.3%であった（Figure 3-1）。
Western blot の結果、1 μg protein のエクソソームではエクソソームマーカーAlix
が検出されたが、小胞体マーカーGRP78 は検出されなかった。GRP78 は






3-3D）。これらの結果から、核周辺の蛍光は free の PKH67 ではなく、PKH67 標
識エクソソームの取込を評価できていることが示唆された。エクソソームの









Figure 3-1. Particle size distribution of exosomes isolated from SK-Mel-28 
conditioned medium using MagCapture Exosome Isolation kit PS.  
The graph shows the mean concentration (black line) according to particle size (nm) 






Figure 3-2. Western blot of SK-Mel-28-derived exosomes isolated with the 
MagCapture Exosome Isolation kit PS.  
Western blot of Alix (an exosome marker) and GRP78 (an endoplasmic reticulum 
marker) in the SK-Mel-28-derived exosomes fraction (Exo) isolated using MagCapture 
and whole cell lysate (1 µg protein per lane) was performed. Arrowheads indicate the 





Figure 3-3. Exosomes, not free PKH67 dye, are internalized into hCMEC/D3 cells.  
Confluent cultured hCMEC/D3 cells were incubated with 10 µg protein/200 µL of 
PKH67-labeled exosomes (green) (A) for 12 hr. In B, C and D, the cells were incubated 
with exosome free medium, PKH67 dye and PKH67 dye ultrafiltrated with Amicon 
Ultra like PKH67-labeled-exosome in (A), respectively. The cells were immobilized in 
4% paraformaldehyde solution supplemented with DAPI (blue) for 15 min, on ice, and 
observed with a confocal laser scanning microscope. Scale bar: 150 µm. The square in 





Figure 3-4. Exosomes are internalized into hCMEC/D3 cells partially via 
RGD-mediated endocytosis.  
Confluent hCMEC/D3 cells were incubated with 2 µg protein/mL of PKH67-labeled 
exosomes in the absence (-) and presence of the 2 mM of RGD at 37 °C for 24 hr. The 
values of cell-to-medium ratio are shown as mean±S.E.M. (% no-RGD control, n=3-4). 










3-2 エクソソームの hCMEC/D3 細胞への内在化における CD46の寄与検証 
CD46はほぼすべての細胞において主に 4種類のスプライシングバリアントが
組織毎に異なる発現パターンで発現すると報告されている(Johnstone et al., 1993)。
hCMEC/D3 細胞の cDNA から CD46 の全長をクローニングし、シークエンス解
析を行った結果、4 種類のバリアントすべてが発現していることが示唆された
（ Gene accession no.: NM_172351.2, NM_153826.3, NM_172352.2 and 
NM_172353.2 と最大 2 塩基違い）。これらのバリアントの共通領域に対する
siRNAを処理し、quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-PCR)を行っ
た結果、hCMEC/D3 細胞において CD46 の mRNA 発現量は有意に 91.4%低下し
ていた（Figure 3-5A）。定量 PCR の増幅産物は予想されたバンドサイズ（200 bp）
で検出され（Figure 3-5B）、シークエンス解析の結果 CD46固有の配列であるこ
とが示された（Gene accession no.: NM_172351.2）。CD46タンパク質発現量を免
疫染色で相対定量した結果、siRNA 処理で有意に 37.8%低下した（Figure 3-6A, 
3-6B）。同条件でエクソソームの cell-to-medium ratio は negative control siRNA 処
理条件に比較して有意に 39.0%低下した（Figure 3-7）。この低下率が、第 2章の
抗 integrin α5, αV処理時の cell-to-medium ratio 低下率（Figure 2-7）に比べ大きか
ったことから、CD46 がエクソソームの内在化に RGD 受容体よりも高い寄与を
有することが示唆された。また、CD46 に対する siRNA を処理した hCMEC/D3
細胞において、RGD を処理した結果、エクソソームの cell-to-medium ratio は有








Figure 3-5. CD46 siRNA significantly reduced mRNA expression level of CD46 in 
hCMEC/D3 cells. 
(A, B) hCMEC/D3 cells were treated with a total of 300 nM siRNA for CD46 or 
negative control (control) siRNA for 6 hr at 1 and 3 days before each analysis. cDNA 
was constructed from the siRNA-treated hCMEC/D3 cells. (A) mRNA levels of CD46 
in CD46 siRNA-treated (CD46 siRNA) and control siRNA-treated (Control siRNA) 
hCMEC/D3 cells were estimated by qRT-PCR. The values of relative CD46 mRNA 
expression normalized by glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 
mRNA expression are shown as mean±S.E.M. (% of control, n=4). **; p<0.005, 
significantly different by Student’s t-test. (B) PCR was performed using Takara Ex Taq 
polymerase. Conditions were as follows: 94 °C for 2 minutes, and 25 (CD46; upper) 
and 20 (GAPDH; lower) cycles of 98 °C for 10 seconds and 55 °C for 30 seconds and 
72 °C for 30 seconds, 72 °C for 2 minutes, 4 °C hold. Arrowheads indicate the expected 










Figure 3-6. CD46 siRNA significantly reduced protein expression level of CD46 in 
hCMEC/D3 cells. 
(A, B) hCMEC/D3 cells were treated with a total of 300 nM siRNA for CD46 or 
negative control (control) siRNA for 6 hr at 1 and 3 days before each analysis. (A) 
Immunostaining of CD46 (green) in CD46 siRNA-treated (CD46 siRNA: right panels) 
and control siRNA-treated (Control siRNA: left panels) hCMEC/D3 cells. Nuclei are 
stained with DAPI (blue; lower panels). Scale bar; 150 μm. (B) Protein expression 
levels of CD46 in CD46 siRNA-treated (CD46 siRNA) and control siRNA-treated 
(Control siRNA) hCMEC/D3 cells were estimated by immunostaining analysis in 
Figure 3-6A. The values of relative CD46 protein expression normalized by DAPI 
signal are shown as mean±S.E.M. (% of Control, n=12 in 3 independent experiments). 











Figure 3-7. CD46 is involved in exosome internalization into hCMEC/D3 cells. 
hCMEC/D3 cells were treated with a total of 300 nM siRNA for CD46 or negative 
control (control) siRNA for 6 hr at 1 and 3 days before each analysis. hCMEC/D3 cells 
were incubated with 2 μg protein/mL of PKH67-labeled exosomes in the absence and 
presence of 2 mM RGD at 37 °C for 24 hr. The values of cell-to-medium ratio are 
shown as mean±S.E.M. (% of control, n=3). *; p<0.05, N.S.; no significance by 










3-3 In vivoヒト脳毛細血管内皮細胞における CD46の発現 
 In vivo においても CD46 が脳毛細血管内皮細胞に発現することを検証するた
め、ヒト脳凍結切片における免疫染色を行った。その結果、CD46（緑）は不均
一かつ血管様の像を呈し、脳毛細血管内皮細胞マーカーである GLUT1（赤）と










Figure 3-8. Human CD46 is expressed on human brain capillary endothelial cells. 
Double immunofluorescence of CD46 (green in A, C, and D) and GLUT1 (red in B, C 
and D) in a human cerebral cortex section. D is the enlarged image of the area indicated 
by square in C. Nuclei are stained with DAPI (blue in C and D). Scale bars; A, B and C; 
150 μm, D; 20 μm. 
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第 2 章から第 3 章におけるエクソソーム回収法の変更は、回収されたエクソ
ソーム画分の粒度分布を顕著に改善した。第 2 章において顕著に見られた粒径
150 nm 以上の粒子は（Figure 2-2）、ポリマー法（ExoQuick-TC）で見られるエク
ソソームの凝集体であると考えられる(Zlotogorski-Hurvitz et al., 2015)。本来、粒
径 150 nm以上の粒子は細胞膜由来細胞外小胞であるエクトソームに該当するが
(Meldolesi, 2018)、本研究ではエクソソームの回収過程で SK-Mel-28由来の培養
上清を 0.22 μm filter に通していることから、この可能性は考えにくい。実際、
第 3 章で用いた MagCapture がアフィニティー精製の標的とする膜構成脂質
phosphatidylserineはエクソソームおよびエクトソーム両方で発現するため(Thery 
et al., 2009)、エクトソームは MagCaptureで回収した画分にも含まれる可能性が
あるが、Nanoparticle Tracking Analysis の結果ではほとんど見られない（Figure 
3-1）。ポリマー法によるエクソソームと周辺タンパク質の凝集は、エクソソーム
を用いた解析に影響することは否定できない。ただし、エクソソームの
hCMEC/D3 細胞への内在化クリアランスは 30 μL/mg protein/hr（ExoQuick-TC、
Figure 2-3C）、28 μL/mg protein/hr（MagCapture、Figure 3-7）であり、有意な差は
なかった。また、ExoQuick-TC で回収したエクソソームを用いて受容体として同






 CD46 は “Pathogen magnet”と呼ばれるほどに、麻疹ウイルスやアデノウイル
スなど 4種のウイルス・2種の細菌の細胞接着に関与することが報告されている
(Cattaneo, 2004)。CD46 は脳をはじめ、肺、肝臓、腎臓などほぼすべての末梢臓
器にも発現することが報告されている(Uhlen et al., 2015)。本研究では、CD46が
ヒト脳切片において、脳毛細血管内皮細胞に局在することを明らかにした
（Figure 3-8）。これは過去のヒト脳切片を用いた免疫染色において、CD46が血
管様の像を呈した報告に一致する(McQuaid and Cosby, 2002)。重要なことに、
bovine CD46は単離脳血管において、肝臓と腎臓よりも高いタンパク質発現が示




胞への麻疹ウイルス感染の少なくとも一部に CD46 が寄与しうる(Andres et al., 















れている(Crimeen-Irwin et al., 2003)。これまで、エクソソームのプロテオミクス








ヒトと齧歯類の CD46 配列には顕著な種差が報告されている。ヒト CD46は異
なるドメインで基質を認識することが明らかとなっているが (Reynaud and 
Horvat, 2013)、ヒトと齧歯類では、そのいずれのドメインでもアミノ酸配列のホ
モロジーが極めて低い(Mead et al., 1999)。従って、ラット脳毛細血管内皮細胞に
おいて、CD46 の局在が見られるものの(Shusta et al., 2002)、本研究で示唆した
CD46のSK-Mel-28由来エクソソームが脳毛細血管内皮細胞に内在化するための
受容体としての機能を、齧歯類で評価することは困難な可能性がある。実際、
ヒト CD46の内因性リガンド C3b、C4b は、mouseあるいは rat の Cd46に認識さ






するとの報告がなされている(Manchester and Rall, 2001; Mrkic et al., 1998)。以上




ことが報告されている(Johnstone et al., 1993)。このうち、CD46の細胞外 serine, 
threonine, proline-enriched (STP) domainの異なるスプライシングバリアントにお
いて、麻疹ウイルスへの親和性が異なることが報告されており、麻疹ウイルス
の細胞接着に関しては α-STP サブタイプが高い活性を示す(Buchholz et al., 1996)。
β-STP サブタイプは、麻疹非感染者の脳組織において主要に発現するが、麻疹関
連脳炎患者の脳では α-STP サブタイプが検出されている(Buchholz et al., 1996; 
Johnstone et al., 1993)。これらの結果は、CD46 がサブタイプ依存的な基質親和性
を有することを示唆している。hCMEC/D3 細胞においては、α-(Gene accession 
numbers: NM_172351.2 and NM_153826.3) 、β-(NM_172352.2 and NM_172353.2) 
STP サブタイプがいずれも発現していたことから、エクソソームの CD46を介し
た取込機構をもつポテンシャルを有すると考えられる。 
 本章の結論として、SK-Mel-28 由来のエクソソームの hCMEC/D3 細胞への内








Figure 3-9. Schematic illustration of assumed exosome internalization mechanism 

















いることから(Fujita et al., 2010)、ゲムシタビン低感受性患者のタンパク質発現量
が少ない主因として、mRNAの低発現が考えられる。過去に dCKの mRNA発現
量を増大させる薬物はいくつか報告されており、ゲムシタビンもその一つであ
る。ゲムシタビンは、mRNA 結合タンパク質 HuR による dCK の mRNA 安定化















第 2節 結果 
 
4-1 AsPC1 細胞におけるゲムシタビン感受性増強薬の探索 
 単独で毒性を示さずゲムシタビンの感受性を増強する薬物を探索するために、
AsPC1 細胞増殖抑制実験を行った。生存細胞数は細胞計数試薬 WST8 を用いて
決定した。播種細胞数と WST8 の 450 nm 吸光度は R2=0.979 の良好な相関性を
示した（Figure 4-1）。Ohmineらの算出した AsPC1 細胞に対するゲムシタビンの
IC50値が 41.7±9.8 nMであることから(Ohmine et al., 2015)、使用するゲムシタビ
ンの濃度は 50 nM とした。50 nM ゲムシタビンは処理 1日目で非処理群に比較
して有意に AsPC1 の生存細胞数を低下させた（Figure 4-2）。タンパク質のター
ンオーバーは平均して 46 hrであることから(Schwanhausser et al., 2011)、ゲムシ
タビンが毒性を発現する前に dCK を誘導するには、3 日間の薬物曝露が適切で
あると考えた。ゲムシタビンとの併用候補薬として、細胞内外の受容体を介す
る薬物、分子量が大きい分子・小さい分子、その他幅広い生理活性基を有する
処方薬を 40種類選出した（Table 4-1）。10 µM の処方薬 40種類に 3日間処理し
たとき、有意な細胞生存率の低下を示さなかった薬物は 35種類であった（Table 
4-1）。これら単独で毒性を示さない薬物を 3日間曝露後、50 nM ゲムシタビンに
3日間曝露したとき、All trans retinoic acid (ATRA)および Alacepril が細胞生存率









Figure 4-1 The OD450 value was correlated with AsPC1 cell number. 
The represented number of AsPC1 cells were seeded on 96 well plates. At the 90 min 
incubation, culture medium was replaced by 10% WST8 solution. Each OD450 value (3 












Figure 4-2 Time dependence of growth inhibition of AsPC1 cells by gemcitabine. 
AsPC1 cells were incubated in the absence (control: open circle) and presence (closed 
circle) of gemcitabine (50 nM) for the indicated time. The relative cell growth was 
calculated as the ratio of the cell viability at the designated time and that at day 0 in the 
gemcitabine absent group. Each data represents the mean±S.E.M. (n=6). **p<0.01, 











Table 4-1. Intrinsic cytotoxicity of 40 prescription drugs in AsPC1 cells. 
Prescription drugs   
 Percentage of control 
(%) 
  
Control   100 ± 2   
Furosemide   110 ± 1 † 
Enalapril   109 ± 3 † 
Fenoprofen   107 ± 1 † 
Fluconazole   106 ± 1 † 
Ibuprofen   106 ± 2 † 
Aspirin   104 ± 2 † 
Cortisone   103 ± 1 † 
Cefoperazone   101 ± 3   
Cimetidine   100 ± 5   
Sulbactam salt   99.8 ± 5.7   
Sparfloxacin   98.4 ± 4.5   
(±)-Sulfinpyrazone   96.0 ± 6.6   
Fenbufen   95.2 ± 5.1   
Triamterene   95.0 ± 5.8   
Sulpyrine   94.8 ± 5.0   
Cinoxacin   93.3 ± 1.1   
Ozagrel   92.8 ± 7.4   
Naproxen   92.3 ± 3.8   
Diclofenac   92.1 ± 7.0   
Diazepam   92.0 ± 3.8   
Glibenclamide   92.0 ± 5.7   
Bezafibrate   91.2 ± 3.0   
Allopurinol   91.1 ± 2.1   
Aztreonam   88.0 ± 3.2   
Tranexamic acid   87.5 ± 2.3   
β-estradiol   87.3 ± 2.3   
Ranitidine   86.9 ± 6.2   
ATRA   86.9 ± 5.2   
Valproic acid   85.4 ± 6.2   
Sulindac   81.3 ± 2.1   
Canrenoate   80.0 ± 1.4   
Warfarin   78.7 ± 5.9   
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Quinidine   78.3 ± 7.1   
Alacepril   77.1 ± 2.2   
Spironolactone   74.6 ± 6.2   
Loperamide   30.0 ± 2.9 ** 
Prazosin   28.4 ± 3.0 ** 
Cyclosporin A   18.1 ± 0.5 ** 
Amlodipine   9.50 ± 1.19 ** 
Digoxin   0 ± 0 ** 
AsPC1 cells were incubated in the presence or absence (control) of 40 drugs 
individually at the concentration of 10 μM for 72 hr and then incubated in the absence 
of the drugs for 72 hr. Cell viability was calculated as a percentage of the control. Each 
value represents the mean±S.E.M. (n=4-6). *p<0.05 and **p<0.01, significantly 
different from the control by ANOVA followed by Dunnett's test. †; OD450 was over the 














Table 4-2. Effect of 35 noncytotoxic prescription drugs on gemcitabine cytotoxicity 
to AsPC1 cells. 
Prescription drug   Percentage of control (%)    
Control   100 ± 2   
ATRA   71.9 ± 8.1 *  
Alacepril   78.6 ± 3.6 ** 
β-estradiol   86.4 ± 4.0   
Sulindac   92.1 ± 1.8   
Diclofenac    92.2 ± 3.7   
Spironolactone   92.4 ± 3.4   
Canrenoate   95.0 ± 2.1   
Tranexamic acid   96.9 ± 0.4   
Bezafibrate   97.0 ± 4.4   
Sparfloxacin   97.5 ± 5.9   
Ranitidine    102 ± 4   
Naproxen   103 ± 3   
Allopurinol   103 ± 7   
Diazepam   104 ± 4   
Triamterene   105 ± 6   
Cimetidine   105 ± 3   
Aztreonam   105 ± 4   
Warfarin   105 ± 4   
Glibenclamide   106 ± 4   
Cinoxacin   107 ± 2   
Quinidine   107 ± 6   
Ozagrel   107 ± 4   
Cefoperazone    110 ± 1   
Sulpyrine   110 ± 7   
Valproic acid   110 ± 4   
(±)-Sulfinpyrazone   111 ± 6   
Fenoprofen   113 ± 2   
Aspirin   114 ± 2   
Sulbactam salt   118 ± 7 * 
Fluconazole   120 ± 4 * 
Furosemide   120 ± 3 * 
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Fenbufen   120 ± 3 * 
Enalaprile    121 ± 1 * 
Ibuprofen   123 ± 3 ** 
Cortisone   128 ± 2 **, † 
AsPC1 cells were pre-incubated in the presence or absence (control) of 35 drugs 
individually at a concentration of 10 μM for 72 hr and then incubated with gemcitabine 
at the concentration of 50 nM for 72 hr. Cell viability was calculated as a percentage of 
the control. Each value represents the mean±S.E.M. (n=4-6). *p<0.05 and **p<0.01, 




















る領域（-1621 ~ -1）を挿入した Luciferase発現 vectorを構築した(Johansson et al., 
2000)。3日間のATRA曝露でLuciferase活性は有意に1.79倍上昇した（Table 4-3A）。
Alaceprilの曝露ではLuciferase活性の有意な上昇は見られなかった（Table 4-3A）。
ATRAは既知の転写因子結合領域のある DCK promoter領域（-548 ~ -1）を挿入
した Luciferase発現 vectorをトランスフェクションした場合でも Luciferase 活性
を有意に 2.15倍上昇させた（Table 4-3B）。これらのことから、ATRA は dCKの
転写活性を上昇させることが示唆された。Sp1 活性化薬物である Calcitriol 
（activated vitamin D3）, carvedilol も Luciferase 活性の有意な上昇は示さなかった
（Table 4-3A）。 
 Western blot の結果、ATRA を曝露した AsPC1 細胞では非曝露条件に比べて、
whole cell lysate および cytosolic fraction の dCKタンパク質発現がそれぞれ 2.01 
(n=1), 1.48 (n=4-5, p=0.0515)倍の上昇傾向を示した（Figure 4-3）。このとき、β-actin












Table 4-3. Effect of ATRA on transactivation of the DCK promoter. 
  Prescription drug 
Concentration 
(µM) 
  Relative luminescence   
(A) Control     1.00 ±  0.09   
  ATRA 10   1.79 ± 0.02 ** 
  Calcitriol 40   1.02 ± 0.07   
  Carvedilol 4   1.00 ± 0.04   
  Alacepril 10   0.873 ± 0.049   
                
(B) Control     1.00 ± 0.07   
  ATRA 10   2.15 ± 0.14 ** 
(A) Luciferase assay using the pGL3 basic vector with human DCK 5’ flanking regions 
from -1621 to -1. (B) Luciferase assay using the pGL3 basic vector with human DCK 5’ 
flanking regions from -548 to -1. AsPC1 cells transfected by the pGL3 vector were 
cultured in the presence or absence (control) of ATRA and the other drugs for 70 hr. The 
relative luminescence of luciferase activity to the control was calculated. Each value 
represents the mean±S.E.M. (n=3-4). **p<0.01, significantly different from the control 









Figure 4-3. Protein expressions of dCK and β-actin in AsPC1 cells.  
(A) Western blot of dCK and β-actin in the whole cell fraction of AsPC1 cells. Closed 
and open arrowheads represent the bands of dCK and β-actin, respectively. AsPC1 cells 
were incubated in the presence (ATRA) or absence (control) of ATRA at a concentration 
of 10 µM for 72 hr. (B) Quantification of the Western blot band intensities of dCK and 
β-actin in the cytosolic fraction of AsPC1 cells. AsPC1 cells were incubated in the 
presence (closed column) or absence (control: open column) of ATRA at the 
concentration of 10 µM for 72 hr. Each column represents the mean±S.E.M. (n=4-5). 












 ATRA 処理時、AsPC1 細胞に対するゲムシタビンの IC50 値は 10.0 nM (CV 
21.2%)であり、ATRA 非処理時[28.8 nM (CV 19.3%)]に比べ 2.9倍の低下が見られ
た（Figure 4-4）。臨床における本併用戦略の応用を考えた場合、ATRA によるゲ
ムシタビン感受性増強効果の濃度依存性が重要となる。ゲムシタビン存在下で
は、ATRAは 0.03 µM 処理時点で AsPC1 細胞の細胞生存率を 0 M 条件の 70.5%
まで有意に低下させた（Figure 4-5A）。一方、ATRAの単独処理では、30 µM ま














Figure 4-4. ATRA decreases the IC50 value of gemcitabine.  
AsPC1 cells were pre-incubated in the presence (closed circle) or absence (control: open 
circle) of ATRA at a concentration of 10 µM for 69 hr. The cells were then incubated 
with gemcitabine at the indicated concentrations in the presence (closed circle) or 
absence (open circle) of ATRA at the concentration of 10 µM for 79 hr. In the 
non-treated control, AsPC1 cells were incubated in the absence of gemcitabine and 
ATRA for the whole-time period. The cell viability was calculated as a percentage of the 








Figure 4-5. Concentration dependence of ATRA for enhancement of gemcitabine 
cytotoxicity.  
AsPC1 cells were pre-incubated with ATRA at the indicated concentrations for 72 hr. 
The cells were further cultured with ATRA at the indicated concentrations in the 
presence (A: closed circle) or absence (B: open circle) of gemcitabine (50 nM) for 72 hr. 
The cell viability was calculated as a percentage of the ATRA-untreated control in each 
group. Each data represents the mean±S.E.M. (n=5–6). **p<0.01, significant difference 
between the ATRA-untreated control and the indicated concentration of ATRA in 











第 3節 考察 
 






ることを報告している(Ohmine et al., 2015)。本研究では 10 µM ATRA への 3日間
の曝露で、AsPC1細胞の dCKタンパク質発現量はおおよそ 1.5倍上昇した（Figure 
4-3）。過去に当研究室の Ohmine らが報告した膵臓がん細胞株における dCK の
タンパク質発現量と各細胞に対するゲムシタビンの IC50値の逆相関に基づくと、
このタンパク質発現上昇は IC50値の 3.2倍の低下に相当する(Ohmine et al., 2015)。




者の最高血中濃度は 0.067-4.0 µM との報告がある(Takitani et al., 1995)。また、本
邦で用いられるベサノイドカプセルのインタビューフォームでは同投与量での
最高血中濃度は 0.516 μM 程度であることが示されている。過去のマウス膵臓が
んモデルでの解析では、膵臓組織中 ATRA 濃度は、血清中濃度の 0.2-0.5倍程度
であった(Carapuca et al., 2016)。インタビューフォームの値から膵臓に存在する




とゲムシタビンの併用は実現可能な治療戦略であると考えられる。ATRA が in 
vivoにおいても 1.5-2.0 倍の dCK発現上昇効果を発現した場合、膵臓がん組織中
dCK タンパク質発現量とゲムシタビン治療患者の無増悪生存期間の相関直線に
基づくと、膵臓がん組織中の dCK の発現量が最も低かったゲムシタビン治療患
者（Patient No. 1 in Ohmine et al. 2015）において、約 80-210日の無増悪生存期間
延長が期待される。これは、現在最も膵臓がんに対して高い治療効果が報告さ
れている FOLFIRINOX の生存期間改善能力に匹敵する(Conroy et al., 2011)。 
ATRAは通常、細胞内の Retinoic Acid Receptor (RAR)に結合し、RARと Retinoin 
X Receptor (RXR)のヘテロダイマーを形成させ、RAR-responsive Elements 
(RAREs)を刺激することで、RARE を有する種々の遺伝子の転写活性を調節する
ことが報告されている(Chambon, 1996; Mangelsdorf and Evans, 1995)。しかし dCK
の既知の promoter 領域には RARE の存在は報告されておらず、ATRA による転
写活性化の機序は RARE を直接介していないと考えられた。一方で、ATRA は
転写調節領域 GC box への転写因子 Sp1 の結合を促進させることで、いくつかの
遺伝子の転写活性を調節することが報告されている。その機序としては、2ステ
ップの転写活性化作用の関与が示唆されている。すなわち、活性化した
RAR/RXR ヘテロダイマーが RAR 遺伝子の promoter 領域にある RARE に結合す
ることで、オートクライン的に RAR のタンパク質発現量を上昇させる。結果と
して発現量が上昇した RAR が RXR 及び Sp1 と複合体を形成することで Sp1 の
GC box への結合を促進するというものである(Nomura et al., 2006; Shimada et al., 
2001; Suzuki et al., 1999)。dCKの既知の転写調節領域には 2つの GC box の存在
が報告されていることから(Ge et al., 2003)、ATRAは Sp1 の GC box への結合促
進を介して、dCK の転写活性を上昇させたものと推察された。本研究ではこの
作用機序に着目し、Sp1 の GC box への結合を促進する薬物が dCK の転写活性を
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上昇させるのではないかと考えた。そこでこれまでに Sp1 の GC box への結合促
進を介して、遺伝子の転写活性を調節することが報告されている Calcitriol (Inoue 
et al., 1999)及び Carvedilol (Koitabashi et al., 2005)を候補として Luciferase assayを
行った。しかし、いずれの薬物も dCK の転写活性を有意に上昇させなかった
（Table 4-3A）。Calcitriol はビタミン D受容体の応答エレメントを介さない転写
活性調節機構として、Sp1 の GC box への結合促進作用を有することが知られて
いる。その際 Sp1 の発現量は変化せず、Calcitriol によって PI3-kinase、PKCζ が
活性化し、基質である Sp1 をリン酸化するという非遺伝子的効果が、GC box を
介した転写活性化につながることが報告されている(Dwivedi et al., 2010; Inoue et 
al., 1999)。一方、Calcitriol 処理によってどのカスケードが働くかは細胞株毎に異
なっているため(Hughes and Brown, 2006; Nutchey et al., 2005)、今回 Calcitriol によ
り dCKの転写活性が上昇しなかったのは、AsPC1 細胞においてはこの機構の何
らかの因子が欠落していたことが原因である可能性がある。今後は他の膵臓が
ん細胞株を用いた検討が必要である。Carvedilol による Sp1 を介した転写活性化
についての報告は過酸化水素による酸化ストレスを受けた心室筋細胞に対する
効果のみであった(Koitabashi et al., 2005)。よって本研究のスクリーニングにおい
て、酸化ストレスの条件で Carvedilol 処理をしていなかったことが、dCKの転写
活性化が起こらなかった主な原因であると考えられる。一方膵臓がんの進行に









の抗腫瘍効果を相加的に増強することが in vitroおよび in vivoで報告されている
(Pettersson et al., 2001)。本研究においても高濃度 ATRA（Figure 4-5B）の処理に
よって、ATRA 単独でも AsPC1 細胞の細胞増殖を抑制した。一方、膵臓がんゲ






シス促進作用を示した(Froeling et al., 2011)。加えて、ATRAは単独膵臓がん細胞
培養に対して毒性を示さない濃度で、膵星細胞共存下、ゲムシタビンによる膵
臓がん細胞増殖抑制、アポトーシス誘導を in vitro および in vivoで促進した。さ
らに、膵臓がんモデルマウスにおいて、ATRA は血管密度の増加作用と低酸素状












 膵臓がん細胞株 MiaPaCa-2 において、単独で毒性を示さず、DCK 転写活性化
を介してゲムシタビンによるアポトーシス誘導を増強させた薬物として、葉酸
代謝拮抗薬 Pemetrexed（LY231514）がある(Giovannetti et al., 2004)。Pemetrexed
は白血病細胞において dCTP プールを低下させることが報告されている(Chen et 
al., 1998)。dCKの活性は dCTP のネガティブフィードバックを介して調節されて
いることが知られていることから(Ives and Durham, 1970)、Pemetrexed は代償性
に dCK発現を誘導すると考えられている(Giovannetti et al., 2004)。一方、膵臓が
ん組織は低酸素状態であり(Brown and Wilson, 2004)、異所性大腸がん虚血モデル
では Pemetrexed の標的タンパク質である thymidylate synthaseの発現量は低下す
ることが報告されている(Atkin et al., 2006)。よって、低酸素化の膵臓がん組織に
おいては Pemetrexed による代償性の DCK 誘導作用は制限されると推測される。
実際、Pemetrexed は切除不能/転移性膵臓がん患者を対象とした phase IIIの臨床
試験で、ゲムシタビン治療患者の無増悪生存期間延長効果を示さなかった(Oettle 
et al., 2005)。ATRA は上述のように、Sp1 領域の RAR 経路を介した直接の活性
化できる可能性がある。さらに、ATRAは膵臓がんモデルマウスにおいて、血管
密度の増加作用と低酸素状態の解消作用が報告されており(Carapuca et al., 2016)、
臨床の場でも ATRA はゲムシタビンの感受性増強効果を発揮しうる。これらの











要に寄与する受容体（第 2章、第 3章） 





 第 2章ではまず、脳転移の premetastatic niche形成に寄与しうる脳転移性メラ



























質や認知機能障害などを発症することが報告されている(Fearon et al., 2013; 
Mayo et al., 2018; Merriman et al., 2013)。これらはがん関連サイトカインなどが中
枢に作用することが発症原因の一つであると考えられている(Lacina et al., 2018; 









脳毛細血管内皮細胞に発現する integrin αV/β3 を標的とした戦略は、虚血再灌流
後の血液脳関門を透過し、脳実質へとエクソソーム内包物の送達に成功してい
る(Tian et al., 2018)。CD46は全身性に分布するが、bovineの単離脳血管における
タンパク質発現量が肝臓や腎臓よりも高発現していたことを考えると(Shusta et 
al., 2002; Uhlen et al., 2015)、脳血管での発現量は比較的高いと考えられる。さら
に CD46のスプライシングバリアント発現パターンは組織ごとに異なり、基質と
の親和性もスプライシングバリアントによって異なることが示唆されている
(Buchholz et al., 1996; Johnstone et al., 1993)。脳特異的なスプライシングバリアン
ト発現の解明と、特異的なリガンドの開発により、CD46を標的化した脳への薬
物送達が実現できるかもしれない。 
 第 4 章では、dCK のタンパク質発現量が低く、ゲムシタビン低感受性の膵臓
がん細胞株 AsPC1 細胞における細胞増殖抑制試験と、DCK promoter領域に対す
る Luciferase assayという 2 つのアプローチでゲムシタビン増強薬のスクリーニ
ングを行い、ATRA を同定した。ATRA による dCK タンパク質発現量の上昇に
有意な差は見られなかったが、その相対上昇量を用いて計算した予測 IC50 値の






































PKH67                                Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
EIPA                                  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
70 kDa FITC-dextran             Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 
Sulfo-SBED                                Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA 
Horseradish peroxidase (HRP)-streptavidin     Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA 
High capacity streptavidin agarose            Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA 
Holo-transferrin from human blood          Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan 
RGD peptide                                              Abcam, Cambridge, UK 
ゲムシタビン                                    SynChem OHG, Felsberg, Germany 
ATRA                             Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan 
Cell counting kit-8 (WST8)                             DOUJINDO, Kumamoto, Japan 
Dual-Glo Luciferase Assay System                              Promega, Madison, WI 
その他の試薬は特記しない限りWako Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）あるい
は Sigma Chemical（St. Louis, MO, USA）から購入した。 
 
細胞培養関連試薬 
Eagle's minimal essential medium (EMEM)     Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan 
RPMI1640 medium              Invitrogen, Washington DC, USA 
Fetal bovine serum (FBS)                 Moregate, Bulimba, Australia 
EndoGRO-MV Complete Culture Media Kit         Merck Millipore, MA, USA 
Basic-fibroblast growth factor                  Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA 
Collagen type I rat tail                BD bioscience, Lincoln Park, NJ 









ExoQuick-TC Exosome Precipitation Solution   System Biosciences, Mountain View, USA 
Exo-FBS Exosome-depleted FBS             System Biosciences, Mountain View, USA 
MagCapture Exosome Isolation kit PS       Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan 
 
タンパク質消化関連試薬 
DC-protein assay kit                            Bio-Rad, Hercules, CA, USA 
Pierce BCA Protein Assay Kit       Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA 
ProteaseMAX surfactant, Trypsin Enhancer   Promega Corporation, Misison, WI, USA 
Lysyl endopeptidase (Lys-C)        Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan 
TPCK-trypsin                 Promega Corporation, Misison, WI, USA 
 
遺伝子関連試薬 
Opti-MEM I Reduced Serum Medium                   Invitrogen, Washington DC, USA 
Lipofectamine 2000                                  Invitrogen, Washington DC, USA 
Lipofectamine RNAiMAX                            Invitrogen, Washington DC, USA 
GENECLEAN II KIT                    BIO101, CA, USA 
Genとるくんエタ沈キャリア                                   Takara, Shiga, Japan 
RNAiso Plus                                                  Takara, Shiga, Japan 
TB Green Premix Ex Taq II (Tli RNaseH Plus)                      Takara, Shiga, Japan 
TAKARA Ex Taq                                              Takara, Shiga, Japan 
Prime STAR Max DNA Polymerase                               Takara, Shiga, Japan 
DNA ligation kit <Mighty mix>                               Takara, Shiga, Japan 
Quantum Prep Plasmid Miniprep kit                                Bio-Rad, CA, USA 
pGL3 basic vector                          Promega Corporation, Misison, WI, USA 
pGEM®-T Easy Vector System                Promega Corporation, Misison, WI, USA 
KpnI                                               Takara bio inc., Shiga, Japan 
WhoI                                               Takara bio inc., Shiga, Japan 
Competent high E. coil DH5α                        TOYOBO CO, Osaka, Japan 
Rever Tra Ace                                                Toyobo, Osaka, Japan 
RNase inhibitor                                              Toyobo, Osaka, Japan 
dNTP mixture                                                Toyobo, Osaka, Japan 








Mouse monoclonal anti integrin α5 antibody, Clone P1D6 (ab78614)   abcam, Cambridge, UK 
Mouse monoclonal anti integrin αV antibody, Clone 17E6 (ab16821)   abcam, Cambridge, UK 
Mouse IgG control (ab37355)                                 abcam, Cambridge, UK 
Mouse anti CD46 antibody C-10 (SC-166159)    Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) 
Rabbit polyclonal anti Alix antibody (12422-1-AP)               Proteintech, Chicago, USA 
Rabbit polyclonal anti GRP78 antibody (ab53068)                 abcam, Cambridge, UK 
Rabbit polyclonal anti dCK antibody (ab83046)                    abcam, Cambridge, UK 
Mouse monoclonal anti β-actin antibody, Clone AC-74 (A2228)  SIGMA-Aldrich, MO, USA 
Alexa488 donkey anti-mouse IgG antibody   Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA 
Alexa568 donkey anti-rabbit IgG antibody    Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA 
HRP-labeled anti rabbit IgG                           KPL, Washington D.C., USA 
HRP-labeled anti mouse IgG                           Chemicon, Temecula, CA, USA 
 Rabbit polyclonal anti GLUT1 antibodyは北海道大学医学研究院  生理系部門解剖学




第 2節 第 2章・第 3章の実験手法 
 
Cell culture 
 ヒト脳転移性メラノーマ細胞株 SK-Mel-28（HTB-72）は American Type Culture 
Collection（Manassas, USA）から購入した。SK-Mel-28 は 10% FBS、2 mM 
L-glutamine を含有した .EMEM にて培養した。ヒト脳毛細血管内皮細胞株
hCMEC/D3 細胞は、Institute Cochin の Pierre-Olivier Couraud 氏から御供与いただ
いた（Department of Cell Biology, Paris, France）。hCMEC/D3 細胞は rat tail collagen 
type Iでコートされた 10 cm dish にて、EndoGRO™ basal medium（Supplemental kit 
SCME-004S、 1 ng/ml basic fibroblast growth factor、 1% penicillin-streptomycin を
含む）中で培養した。これらの細胞株は加湿された 5% CO2/air、37 oC 条件下で
培養した。コンフルエントとなった細胞は Trypsin 処理にて回収し、3-5 倍に希
釈して新たな dish に播種することで継代した。 
 
Exosome extraction and PKH67 labeling 
本研究では ExoQuick-TCおよびMagCaptureの 2種類のエクソソーム回収用キ
ットを用いた。SK-Mel-28細胞を 10 cm dishに 1.0 x 106 cells/dishの密度で播種し、
2日間 EMEM 10% FBS (+)中で培養した後、PBS で 3回洗浄した。ExoQuick-TC
を用いた回収においては、SK-Mel-28は FBS を 10% Exo-FBS とした EMEM中で
3 日間培養した。MagCapture を用いた回収においては、SK-Mel-28 は Vivaspin 
100K（GE Healthcare, Chalfont St. Giles, UK）を用いて調製した FBS（Moregate）
の濾液を 15%含有する EMEM中で 3日間培養した。これらの培養上清は 3,000 x 
gで 2回遠心（11min, 4 ℃）後、0.22 μm filter で濾過後、さらに 10,000 x gで遠
心処理した（60 min, 4 ℃）。ExoQuick-TC を用いた回収においては、遠心後の上
清の 5 分の 1 等量の ExoQuick-TC を添加し、4 ℃でインキュベートした
（Overnight）。混合液は 1,600 x gで 30分遠心し（4 ℃）、ペレットは PBS に再懸
濁した。タンパク質濃度は DC Protein Assay kit で決定した。MagCaptureを用い
た回収においては、上清を Vivaspin 100Kにて濃縮し、500分の 1 容量の Exosome 
Binding Enhancerを添加した。Biotin-labeled Exosome Capture 10 μL と Exosome 
Capture Immobilizing Buffer 500 μLを 10分間混合振盪してした磁気ビーズに添加
して、3 時間以上振盪した（1,000 rpm, 4℃）。磁気ビーズは Exosome Binding 
Enhancerを添加した Wash Bufferで 3回洗浄後、Exosome Elution Buffer 中でエク
ソソームを溶出した。タンパク質濃度は Pierce BCA Protein Assay Kitで決定した。 
 ExoQuick-TC で回収したエクソソームについては、1 μg protein/μL を等量の
PKH67（100倍希釈）と混合した。 MagCaptureで回収したエクソソームについ
ては 0.0235 μg protein/μLを 4分の 1容量の PKH67（125倍希釈）と混合した。
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室温で 5分間インキュベートした後、それぞれ Amicon Ultra 100K, 10K（Merck 
Millipore）にて 2回 EndoGRO FBS(-)で限外濾過することで、余剰な PKH67 を除
去した。 
 
Nanoparticle tracking analysis 
エクソソームの粒径分布は Quantum Design Japan Inc.（Tokyo, Japan）への受託
サービスを利用した。解析システムには Nanosight LM10V-HS system （405 nm 
laser: Malvern Instruments Ltd, Worcestershire, UK）と Nanosight particle tracking 
software NTA3.2を使用した。 
 
Label-free SRM analysis 
ExoQuick-TC で回収したエクソソームのエクソソームマーカータンパク質解
析のために、label-free SRM analysis を行った。SK-Mel-28の whole cell lysate は、
Sonication により調製した（BRANSON SONIFIER 150 : Branson Ultrasonics 
Corporation, USA）。エクソソームおよび whole cell lysateを 50 μg protein 分取し、
最終容量が 220 μL となるように、アルキル化バッファー  [7 M guanidine 
hydrochloride, 0.5 M Tris-HCl (pH 8.5), 10 mM EDTA-Na]を添加した。それぞれタ
ンパク質量と等量の dithiothreitol（0.25 μg/μL DTT）とインキュベートした（1 hr, 
r.t., shake）。続いてタンパク質量の 2.5倍量の iodoacetoamide （0.625 μg/μL IAA）
と遮光条件でインキュベートした（1 hr, r.t., shake）。その後氷上に移し、600 μL
の methanol、150 μLの chloroform、450 μL のMQを順に添加後、転倒混和し、
遠心した (15,000 rpm, 5 min, 4 °C)。上層を除き、450 μLの methanol を添加後、
撹拌し、遠心した (15,000 rpm, 5 min, 4 °C)。上清を完全に除き、9 μLの 6 M urea, 
0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)溶液を添加して攪拌した(10 min, r.t.)。続いて 36.5 μLの 0.1 
M Tris-HCl (pH 8.5)を添加し、超音波処理により溶解した。2.5 μLの 1% Protease 
MAX surfactant 及びタンパク質量の 1/100 量の Lys-C を添加し、インキュベート 
(3 hr, 30 °C)した。その後、10 ng/μL TPCK-trypsin を 1 μL添加し、インキュベー
トした(16 hr, 37 °C)。消化物の脱塩処理は GL-Tip GC・SDB（GL Sciences, Tokyo, 
Japan）の推奨プロトコールに則って行った。減圧遠心によって乾固させた消化
物は、0.1% formic acid にて溶解し（10 μL）、高速遠心により、不純物を除去し
た（Tomy MX305 (Tomy Seiko, Tokyo, Japan)：15 000 rpm, 15 min at 4 °C）。トリプ
シ ン 消 化 物 の nano-LC ultra 2D plus (Eksigent Technologies, Dublin, 
CA)-electrospray ionization (ESI) triple TOF 5600 mass spectrometer (ABSciex, 
Framingham, MA)システムを用いて Label-free SRM 解析を行った。測定に用いた
Exosome markerと Endoplasmic reticulum marker のペプチドプローブ配列は、過
去に我々が報告した in silico peptide selection criteria に従って選択した(Kamiie et 
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al., 2008)。測定のための、親イオンの m/z、Collision energy は Skyline software 
(MacCoss Lab Software, Seattle, WA)で自動的に算出した（Table 2-1）。CES は 0と
した。Trypsin 消化物（approximately 5 μL injection; 0.2 μg/μL）はまず、cHiPLC® 
nanoflex system (Eksigent Technologies) with the nano-LC を用いてトラップカラ
ム：200 µm x 6 mm, ReproSil-Pur 3 µm, C18-AQ 120 Å (Eksigent Technologies)にロ
ードし（flow rate 2 µL/min, 6 min）、続く分析カラム：75 µm x 15 cm, ReproSil-Pur 
3µm, C18-AQ 120 Å (Eksigent Technologies)から溶出することで分離した（flow 
rate 300 nL/min）。溶出液は A溶媒：0.1% formic acid およびMQ、B溶媒：0.1% 
formic acid および 100% acetonitrile の混合液を下記の gradient で設定した。 
Elution：0‒40% B (0‒40 min) 
Column wash：40‒100% B (40‒41 min)→100% B (41‒50 min) 
Equilibration：100‒0% B (50‒50.1 min) →0% B (50.1‒80 min) 
 カラム温度は 45 ℃とした。溶出されたペプチドは PicoTipTM nanospray emitter 
(New Objective, Woburn, MA)を通して、エレクトロスプレーイオン化された。Ion 
source条件はGAS1: 20 psi, curtain gas: 20 psi, ion spray voltage: 2300 V, temperature: 
150 °C, declustering potential (DP): 80 V に設定した。各親イオンの accumulation time
は 0.05 secとした。 
質量分析装置の精度・感度は、Analyst® software 1.6 (AB SCIEX)を用いて標準




のために、Western blottingを行った。1 μg protein エクソソーム（MagCapture）
およびWhole cell lysate を 125 mM Tris-buffer [4% SDS, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 
10% sucrose, 0.004% bromophenol blue, 10% 2-mercaptomethanol]中でインキュベー
ションして変性させた（5 min, 95 oC）。全量を泳動サンプルとして、Acrylamide gel 
(Separation gel: 8% Acrylamide stock solution, 375 mM Tris-HCl (pH 8.8), 0.1% SDS, 
0.08% N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), 0.08% Ammonium persulfate 
(APS), Stacking gel: 3% Acrylamide stock solution, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% 
SDS, 0.08% TEMED, 0.08% APS)に loadし、泳動 buffer (25 mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.1% SDS)中で 40 mAで約 40分間電気泳動を行った。泳動後のゲルを転
写バッファー (25 mM Tris. 192 mM glycine, 15% v/v methanol) に 5 分間浸した後、
wet blotting 方式で Hybond-P membrane（GE Healthcare）に転写した（100 V, 3 hr, 
on ice）。Hybond-P membraneをブロッキングバッファー (0.1% Tween20, 4% skim 




に対する抗体を処理した（overnight, 4 ℃）。0.1% Tween20 in PBS で 5回洗浄後、 
HRP-conjugated Anti-Rabbit IgG antibody を処理した（1:5000, 1 hr, r.t.）。0.1% 
Tween20 in PBS で 5 回洗浄後、検出試薬として ECL prime (GE Healthcare)を処理
し、ImageQuant LAS4000 (GE Healthcare)で化学発光を検出した。 
 
Exosome internalization assay 
 hCMEC/D3細胞は 1.0 x 105 cells/well で rat tail collagen type Iでコートした 6 
well plateに播種し、6-7日間培養した。50（ExoQuick-TC）あるいは 2（MagCapture）
μg protein/mL の PKH67 標識エクソソーム、あるいは 2.1 mg/mL の 70 kDa 
FITC-Dextran を添加してインキュベートした（ExoQuick-TC, FITC-Dextran: 6 hr, 
MagCapture: 24 hr）。培養上清を回収後、細胞は氷上で acidic wash buffer（28 mM 
CH3COONa, 120 mM NaCl, 20 mM barbital sodium, pH 3.0）にて2回洗浄後、Trypsin
で剥離させ、BRANSON SONIFIER 150 を用いて PBS 内で溶解した。タンパク質
濃度はDC Protein Assay kitで決定した。PKH67およびFITCの蛍光値はFluoroskan 
Ascent™ Microplate Fluorometer（Thermo）にて測定した。細胞への蓄積量は以下
の式で算出した cell-to-medium ratio にて評価した。 
Cell-to-Medium ratio (μL/mg protein) = fluorescence intensity in the cell lysate 
(arbitrary unit/mg protein) / fluorescence intensity in the conditioned medium (arbitrary 
unit/μL). 
 マクロピノサイトーシス阻害実験では、50あるいは100 μM EIPAを添加した。
エクソソーム（ExoQuick-TC）内在化の RGD ペプチドによる阻害実験では、細
胞を各濃度の RGDペプチドで前処理（37 ℃、1 hr）後、各濃度の RGDペプチ
ドおよびエクソソームを含む培地で 6時間培養した。エクソソーム（MagCapture）
内在化の RGD peptide による阻害実験では、2 mM RGDペプチドをエクソソーム
と共存させ 24 時間培養した。抗体を用いた阻害実験においては、まず抗体を
Amicon Ultra 10K にて 5回限外濾過を行い、sodium azide を除いた。抗体を total 
200 μg protein/mLで前処理し（4 ℃、1 hr）、その後エクソソーム（ExoQuick-TC）
を最終濃度 50 μg protein/mLとなるように添加し、37 ℃で 6時間培養した。 
 
Confocal microscopy observation 
 エクソソームの内在化評価においては、hCMEC/D3 細胞は 1.0 x 104 cells/well
で rat tail collagen type Iでコートした 8 well slide に播種し、6日間培養した。
PKH67 で標識したエクソソームを各条件で処理した（ExoQuick-TC：500 μg 
protein/mL, 1 hr、MagCapture：50 μg protein/mL, 12 hr）。 




 ヒト脳凍結切片（Normal Adult, Cerebral Cortex, Male, 26 years old, Cat. No.: 
T1234042, Lot No.: B708253）は BioChain（San Francisco, CA, USA）から購入し
て、免疫染色を行った。 
 免疫染色サンプルは、1 μg/mL DAPIを含有した 4% paraformaldehyde で固定し
た（15 min, on ice）。免疫染色では、0.2% Triton X-100/PBS による膜透過処理（15 
min, r.t.）、10% normal donkey serum (Jackson ImmunoResearch, West Grove, 
Pennsylvania)によるブロッキングを行い（more than 0.5 hr, r.t.）、抗ヒト CD46抗
体（mouse）および抗 GLUT1 抗体（rabbit）を処理した（overnight, 4℃）。二次
抗体は Alexa488 donkey anti-mouse IgG antibodyと Alexa568 donkey anti-rabbit IgG 
antibodyを用いた（2 hr, r.t.）。染色像は共焦点顕微鏡 Leica TCS SP8 (Leica, Solms, 
Germany)あるいは Zeiss Axio Observer.Z1 (Zeiss, Jena, Germany)にて取得した。 
 
siRNA transfection 
 ヒトCD46に対する stealth siRNAおよび stealth RNAi negatice control duplex LO 
GC は Invitrogen (Carlsbad, CA)から購入した。CD46（GenBank accession number: 
NM_172353.2）に対する siRNAの配列は下記の通り。 
CD46 siRNA #1 (ID HSS142895) 
 sense 5’-CAUGUCCAUAUAUACGGGAUCCUUU-3’ 
 antisense 5’-AAAGGAUCCCGUAUAUAUGGACAUG-3’ 
CD46 siRNA #2 (ID HSS181049) 
 sense 5’-GGUGAACGAGUAGAUUAUAAGUGUA-3’ 
 antisense 5’-UACACUUAUAAUCUACUCGUUCACC-3’ 
CD46 siRNA #3 (ID HSS181050) 
 sense 5’-CAAAUGGGACUUACGAGUUUGGUUA- 3’ 
 antisense 5’-UAACCAAACUCGUAAGUCCCAUUUG- 3’ 
 Transfection は下記に従って、解析の 1 および 3 日前の 2 回行った。50 µL 
OptiMEM 中に siRNA（final conc. CD46：100 nM each、negative control 300 nM）
あるいは 3.5 µL Lipofectamine RNAi MAX を希釈し、これらを等容量混合して 20
分室温で静置した。EndoGRO [penicillin-streptomycin (-), FBS (+), basic fibroblast 
growth factor (+)]と上記混合液を 5:1 で混合し、hCMEC/D3 細胞に 6時間曝露し
（37 ℃）、その後正常培地に置換した。 
 
Total RNA extraction, Reverse Transcription (RT), qRT-PCR 
hCMEC/D3細胞の total RNAは RNAiso Plusの標準プロトコールに従って回収





x gで遠心（15 min, 4 ℃）し、上清を回収した。4 μL Gen とるくんエタ沈キャリ
アを添加し、さらに 400 μLの 2-propanolを混合し、-80℃で 2時間静置した。12,000 
x gで遠心（30 min, 4 ℃）したペレットに 75%冷 ethanolを添加し、vortex で攪拌
後、7,500 x gで遠心（5 min, 4 ℃）した。ペレットを大塚蒸留水で溶解し、Total 
RNA とした。濃度測定には分光光度計 GeneQuant 1300 Spectrophotometer（GE 
healthcare）を用いた。 
Total RNA サンプル 1 μg分に対して oligo dT primerを 1 μg を加え、12.5 μL の
反応系を作成し、70 oC で 10 分間インキュベートした。インキュベート後、4 oC
で 1分以上静置した。その後、反応液に 2 μLの 10 mM dNTP mixture, 0.5 μL (20 U)
の RNase inhibitor, 1 μL (100 U)の Rever Tra Ace を加え、42 oC で 60分間逆転写
を行った。最後に 99 oCで 5 分間インキュベートし逆転写反応を停止して、cDNA
溶液(1 μg/20 μL)を得た。また、Rever Tra Ace の代わりに大塚蒸留水を加えたサ
ンプルを調製し、非逆転写 RT (-)サンプルとした。cDNAをMQで 100倍希釈し、
鋳型として PCR 反応液 10 μL [100 x cDNA 溶液 3 μL, TB Green Premix Ex Taq II 
5 μL, ROX Reference Dye (50 x) 0.2 μL, 1 μM primer mix 2 μL] を作製し、Applied 
Biosystems 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA)を用い
て PCR を行った。使用した primer の配列及び反応条件は以下の通り。 
CD46 (Gene accession number: NM_172352.2) 
 sense 5’- AGATGACGCCTGTTATAGAGAAAC -3’ 
 antisense 5’- ATATTGGGGGCTTACCGCTC -3’. 
GAPDH (Gene accession number: NM_002046.6) 
 sense 5’-ATGGGGAAGGTGAAGGTCG-3’ 
 antisense 5’-GAGGTCAATGAAGGGGTCAT-3’ 
 
-------------50 cycles------------- 
95 oC, 10 sec → 95 oC, 5 sec → 60 oC, 30 sec → 95 oC, 15 sec → 60 oC, 1 min → 95 oC, 
15 sec  
 
TA cloning and sequence analysis 
 hCMEC/D3 細胞に発現する CD46 全長配列と、qRT-PCR の増幅産物の配列は
以下に従って T vector にクローニングした。前項で調製した cDNA を鋳型とし
て 1 μLをTaKaRa Ex Taq system（Ex Taq polymerase 0.05 uL, 10 x Ex Taq buffer 1μL, 
2.5 mM dNTP mixture 0.8 μL, 10 μM primer mix 0.4 μL）に混合し、Veriti 96-Well 





CD46 (Gene accession number: NM_172353.2) full sequences 
 sense 5’- ATAGAATTCCCGGAGAAATAACAGCGTCTTC -3’  
antisense 5’- ATAGAATTCTCAGCCTCTCTGCTCTGCTG -3’. 
 
------------------------50 cycles---------------------- 
94 oC, 2 min → 98 oC, 10 sec → 55 oC, 30 sec → 72 oC, 90 sec → 72 oC, 2 min → 4 oC, 
hold  
 
 PCR 産物は以下に従って Agarose gel electrophoresis を行った。50 x TAE buffer 
(Tris 2 M, acetic acid 1 M, EDTA (pH 8.0) 50 mM ) を混合、MQで希釈し、電子レ
ンジで加温しながら Agarose を融解させた。Ethidium bromide (final conc. 0.6 
μg/mL) を添加して穏やかに混合し、ゲルプレートに流し込み、静置して gel を
作製した。Agarose gelに PCR産物もしくはWide-Range DNA Ladderを 10 μL/well
でアプライし、電気泳動 (100 V, 30 min) で分離した。バンドは ImageQuant 
LAS4000で確認した。 
検出されたバンドから DNAを GENECLEAN II kit の標準プロトコールに従っ
て精製した。精製した DNA断片 5 μLを pGEM T easy vector 1 μL, 2 x Rapid 
Ligation buffer 7.5 μL, T4 DNA Ligase 1.5 μLと混合し、4 ℃で 16時間以上 Ligation
を行った。Plasmid DNA を大腸菌に導入して形質転換させるため、ligation 反応
液を competent cell 25 μLに加えて撹拌後、氷上で 30分間インキュベーションし
た。次に 42 ℃で 30 秒間 heat shock を加えた後、直ちに氷上に戻すことで
competent cell に plasmid DNA を組み込んだ。さらに SOC 培地を 225 μL加え攪
拌機で 37 ℃、1時間インキュベーションした。ブルーホワイトセレクションの
ため、LB/Amp plate (150 mg/L Ampicillin, 10 g/L bacto tryptone, 5 g/L bacto yeast 
extract, 10 g/L NaCl, 15 g/L bacto agar gel でコートされた 10 cm dish)に 100 mM 
IPTGを 30 μL、20 mg/mL X-GALを 30 μLを順次塗り込んだ。LB/Amp plate に培
養液を播き、37 ℃で 16 時間インキュベーションした。ホワイトコロニーの
Colony PCR（Ex Taq polymerase）にて、プラスミド陽性であることを確認した。
コロニーを形成した大腸菌を LB/Amp medium (50 mg/L Ampicillin, 10 g/L bacto 
tryptone, 5 g/L bacto yeast extract, 10 g/L NaCl)中で 37 oC, 18時間培養した。培養懸
濁液を遠心後（3,000 x g, 10 min, 4oC）、Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit を用い
てプラスミドを精製した。プラスミドの濃度測定には分光光度計GeneQuant 1300 
Spectrophotometerを用いた。 
得られたプラスミドを用いてプラスミド溶液[300~600 ngプラスミドDNA, 6.4 
pmol primer] 14 μLを調製し、塩基配列解析を株式会社ファスマックに依頼した。 
 
Sulfo-SBED-based receptor collection 
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2 µg protein/mLのエクソソーム（ExoQuick-TC）および 1 µg protein/mL human 
holotransferrinを 110および 55 ng/µLの sulfo-SBEDと 4 ℃でそれぞれ振盪した（2 
hr）。未反応 sulfo-SBED は 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)を添加して反応を停止させ、
Amicon Ultra 10Kあるいは 3Kでそれぞれ限外濾過することで除去した。コンフ
ル エ ン ト ま で 培 養 し た hCMEC/D3 細 胞 は 、 PBS で 洗 浄 後 、
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) buffer [25 mM HEPES 
(pH 7.3), 140 mM NaCl]中でスクレープにより回収した。Sulfo-SBED で標識した
エクソソーム（1800 µg protein/1.31 mL HEPES buffer）および Transferrin（17.7 µg 
protein/2.5 mL HEPES buffer）を 12、18 dish 分の hCMEC/D3 細胞懸濁液と 1時間
振盪した（4 ℃）。ここまでの操作は遮光条件下で行った。混合液を UV照射す
ることでリガンドと受容体を架橋した[312 nm, 48 W, 6 cm, 8 min, r.t. (BLX-E312, 
Vilber Lourmat, France)]。エクソソームに関してはリガンドタンパク質の混入を
低減するために、200 mM DTT に 1時間処理することで Sulfo-SBED の SS 結合
を還元し、300 x gで遠心（5 min, 4 ℃）を 2 回行うことで余剰なエクソソームを
除去した。hCMEC/D3細胞は PBS でさらに洗浄（300 x g, 5 min, 4 ℃）され、そ
の後 PBS 中で BRANSON SONIFIER 150 を用いて溶解した。3,000 x gで 2 回遠
心（10 min, 4 ℃）することで cell debris を除去後、上清を限外濾過濃縮した
[Amicon Ultra 3K (transferrin)、10K (exosomes)]。Sulfo-SBEDの SS結合切断と膜
成分の除去を行うため、濃縮液は 200 mM DTT、 2% SDS 溶液中で 95 ℃、10分
間変性処理した。0.1% SDS, 0.5% NP40 含有 PBS（Binding buffer）で 25倍希釈
し、High capacity streptavidin agarose beads を 32 µL添加し、1時間浸透した（1,000 
rpm, 4 ℃）。Beads を Binding buffer を用いて 2500 x gの遠心（2 min, 4 ℃）する
ことで 5回洗浄した。Beads に 125 mM Tris-buffer[4% SDS, 125 mM Tris-HCl (pH 
6.8), 10% sucrose, 0.004% bromophenol blue, 10% 2-mercaptomethanol]を 15 µL添加
した。この懸濁液を 95 oC で 10分間インキュベーションした。全量を泳動サン
プルとして、Acrylamide gel (Separation gel: 8% Acrylamide stock solution, 375 mM 
Tris-HCl (pH 8.8), 0.1% SDS, 0.08% TEMED, 0.08% APS, Stacking gel: 3% 
Acrylamide stock solution, 125 mM Tris-HCl (pH 6.8), 0.1% SDS, 0.08% TEMED, 
0.08% APS)に loadし、泳動 buffer (25 mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS)中で 40 
mAで約 40分間電気泳動を行った。泳動後のゲルを転写バッファー (25 mM Tris. 
192 mM glycine, 15%v/v methanol) に 5 分間浸した後、wet blotting 方式で
Hybond-P membraneに転写した（100 V, 3 hr, on ice）。Hybond-P membraneをブロ
ッキングバッファー (0.1% Tween20, 4% skim milk in PBS) に浸し、室温で 1晩イ
ンキュベートした（ブロッキング）。Skim milk 中の biotin を完全に除くために、
milk wash buffer (0.1% Tween20 in PBS)にて十分に洗浄した（20 min x 5, overnight 
x 1）。HRP-Streptavidinを milk wash bufferで 500 倍希釈して、Hybond-P membrane
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を浸してインキュベートした（1 hr, r.t., shake）。Milk wash bufferにて 5回洗浄し
た。検出試薬として ECL primeを用い、ImageQuant LAS4000 で化学発光を検出
した。 
 
On-membrane digestion and Preparation for MS analysis 
Hybond-P membrane上の任意領域をはさみで切り出し、下記の溶液に順に反応
させることで、membrane上のタンパク質を Trypsin 消化した。Acetonitrile（5 min, 
r.t.）、Solution P [0.5% (w/v) polyvinylpyrrolidone, 100 mM acetate]（30 min, 37 ℃）、
5% acetonitrile（15 min, r.t.）、Solution W [20 mM Tris-HCl, 5% acetonitrile (pH 9.0)]
（10 min, r.t., 3 times）、0.25 μg/μL of DTT in 0.1 M Tris-HCl (pH 8.5)（1 hr, r.t., 
shake）、0.625 μg/μL of IAA（1 hr, r.t., shake, light shielded）、0.05% ProteaseMax 
surfactant -10 ng/μL Lys-C in Solution D [20 mM Tris-HCl, 80% acetonitrile (pH 9.0)]
（3 hr, 30 ℃）、10 ng//μL TPCK-trypsin（16 hr, 37 ℃）。消化物は使用するまでは
-80 ℃で保存した。消化物の脱塩処理は GL-Tip GC・SDBの推奨プロトコールに
則って行った。減圧遠心によって乾固させた消化物は、0.1% formic acid にて溶
解し（10 μL）、高速遠心により、不純物を除去した（15,000 rpm, 15 min at 4 °C）。 
 
DDA Measurement of the Interacting Protein Fraction of Transferrin 
 Transferrinの受容体画分を転写したHybond-P membrane の各区間から回収した
トリプシン消化物の半分量(約 5 µL)を nano-LC ultra 2D plus-ESI-Triple TOF 5600 
mass spectrometerシステムにインジェクションすることでDDA analysisを行った。
LC gradient の条件は以下の通り。 
Elution：0‒20% B (0‒60 min)→20‒40% B (60‒75 min) 
Column wash：40‒100% B (75‒77 min)→100% B (77‒82 min) 
Equilibration：100‒0% B (82‒84 min)および 0% B (84‒115 min)  
 DDA modeによるデータ取得においては、まず、親イオンのスペクトルを質量
レンジ m/z 300-1008、Full scan typeで取得し、その中で強度の高い 20種類につ
いて下記条件でフラグメント化した娘イオンを質量レンジ m/z 100-1600で取得
し、1サイクルとした（親イオン 0.25 sec、娘イオン 0.05 sec、Total < 1.3 sec）。 
Precursor charge：2+-5+ 
 Collision Energy (CE)：0.044 × (precursor ion m/z) + 4 V 
Collision Energy Spread (CES)：+/- 5 V 
強度の高いペプチドを連続して取得することを防ぐために、Dynamic exclusion 
filteringを 10 secに設定した。 
 




トリプシン消化物の半分量(約 5 µL)を SWATH modeで測定した。LC条件は DDA
の項に準ずる。スプレーされた親イオンを m/z 300-1008 の間で連続した 12 Da 
isolation windows (1 Da overlap, total 59 overlapping windows including one TOF MS) 
/ cycle (Accumulation time per SWATH = 0.05 sec, Total 3.05 sec)で網羅的に選択し、
娘イオンのスペクトルを取得した。 
SWATH測定に必要な Spectral libraryは hCMEC/D3細胞のwhole cell lysateおよ
び Plasma membrane fraction の DDA modeでの測定で取得した。hCMEC/D3 細胞
の whole cell lysate は、アルキル化バッファー中で 27G needleにて懸濁すること
で調製した。より多くのペプチドを library に組み込むために等電点電気泳動に
よる濃縮を行った。hCMEC/D3 細胞の Plasma membrane fraction は Minute Plasma 
Membrane Protein Isolation Kit を用いて回収した。 
SWATHで取得したピークを、Peakview 2.1 を用いて上記の Spectral libraryを
参照して抽出した。その中で、①BLAST database において特異的なペプチドで
あること、②False-discovery rate < 1%で検出されていること、③少なくとも 3つ




すべてのデータは mean±S.E.M.で示した。統計的な有意水準は p value<0.05と
した。2群間比較では、unpaired, two-tailed Student’s t-test を用いた。一元配置分
散分析（多重比較）では one-way analysis of variance (ANOVA)にて有意差のある
群の有無を判定し、Control と複数処理群の比較には Dunnett’s test、全群間比較















第 3節 第 4章の実験手法について 
 
Cell culture 
 dCK低発現膵臓がん細胞株 AsPC1 は、東北大学医学系研究科肝胆膵外科海野
氏から御供与いただいた。AsPC1 細胞は 10% FBS、70 μg/mL benzylpenicillin 
potassium、100 μg/mL streptomysin sulfate、2.0 mg/mL NaHCO3を含む RPMI1640 
medium 中で培養した。これらの細胞株は加湿された 5% CO2/air、37 oC 条件下で
培養した。コンフルエントとなった細胞は Trypsin 処理にて回収し、3-5 倍に希
釈して新たな dish に播種することで継代した。 
 
Cell viability assay 
 AsPC1 細胞は細胞計数により 1.0 x 103 cells/100 μLになるように培地交換・再
懸濁し、100 μL/well で 96 well plateに播種した。スクリーニングに際しては、
AsPC1 細胞を 24時間培養後、10 μM の各種薬物を含む RPMI1640 culture medium
（DMSO final conc. 0.1%）に培地交換し 72 時間培養した。その後 50 nM のゲム
シタビン含有・非含有 RPMI1640 culture medium に培地交換して更に 72時間培
養した。ゲムシタビンへの ATRA 併用効果検証に際しては、24 時間培養後、各
濃度の ATRAを含む RPMI1640 culture medium に培地交換し 72時間培養した。
その後、同濃度の ATRA を含む、50 nM のゲムシタビン含有・非含有 RPMI1640 
culture medium に培地交換して更に 72 時間培養した。AsPC1 細胞の培地を Cell 
counting kit-8を 10% v/v 含む RPMI1640 culture medium に交換し、1～4時間培養
した。各 well の 450 nm における吸光度をマイクロプレートリーダ （ーModel 680, 
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA）を用いて測定した。 
 
Construction of luciferase expressing vector 
 ヒト妊娠性絨毛がん由来の JEG-3細胞から抽出した human genome DNA は慶
應義塾大学薬学部・大学院薬学研究科 薬剤学研究室 教授 登美 斉俊 先生
から御供与いただいた。この genome DNA 2 μLを含む PCR 溶液 50 μL（25 μL 2 x 
PrimeSTAR Max premix, 0.4 μM sense and anti-sense primer）を調製した。Primerは
(Johansson, et al., 2000)を参考に下記のように設計した。 
CD46 (Gene accession number: NM_172353.2) full sequences 
 sense (-1621~-1) 5’- CTGGGTACCATCCGGTTTATTAGTG -3’  
sense (-548~-1) 5’- GTGGGTACCTTAAGTCTATCCAGTTCTGTCC -3’  
antisense 5’- ATACTCGAGTCCTTAGTCTTGTGGCGGCCCAGA -3’. 
 






98 oC, 10 sec → 53 oC, 5 sec → 72 oC, 20 sec → 4 oC, hold  
 
PCR 産物は、第 2 節で述べた方法で精製した。PCR 産物及び pGL3 basic vector
は、KpnI及び XhoIの標準プロトコールに従い、37 ℃で 3時間の double digestion
により切断した。精製した DNAは 2 x Master ligation mix（DNA Ligation Kit）に
insert : vector = 1 : 7（体積比）で混合し、16 ℃で 30分間インキュベートするこ
とでライゲーション反応を行った。大腸菌への形質転換とプラスミドの精製は、
第 2 節で述べた方法で行った。シークエンス解析の結果、dCK の promoter 領域




む RPMI1640 culture medium に培地交換し、66時間培養した。Luciferase assayは
Dual-Glo Luciferase Assay System を用いて標準プロトコールに従って行った。化




10 μMのATRA を 3日間処理したAsPC1細胞のwhole cell lysateはキャビテー
ション法を用いて回収した（700 psi, 15 min, on ice）。AsPC1 細胞の cytosol fraction
は、AsPC1 細胞を Sonication で破砕し（BRANSON SONIFIER 150）、2回の高速
遠心により pelletの debris画分を除去し（10,000 x g, 11 min, 4 ℃）、超遠心（100,000 
x g, 60 min, 4 ℃）により pellet（膜成分）を除去することで cytosol fraction を得
た。DC protein assay kit を用いてタンパク質濃度を決定した。各 fraction を第 2
節で述べた変性法で変性した。1次抗体には、rabbit polyclonal anti dCK antibody 
(1:1,000)、mouse monoclonal anti β-actin antibody (1:5,000) を用いた。2次抗体と




すべてのデータは mean±S.E.M.で示した。統計的な有意水準は p value<0.05と
した。2群間比較では、unpaired, two-tailed Student’s t-test を用いた。一元配置分
散分析（多重比較）では one-way ANOVA にて有意差のある群の有無を判定し、
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